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INTRODUCCION
Despuês de la elucidaciôn por Watson y Crick de
Cl 1
la estructura del DNA se han realizado gran cantidad
de estudios dirigidos a descubrir como se replica este 
material genêtico. Las singularidades especialîsimas que 
concurren en esta molêcula, el que en ella se contenga 
toda la informacion del organisme, cuya expresiôn cons­
titute la fenomenologîa observable en los seres vivos , 
hacen que se baya acumulado gran informacion flsica, bio 
quîmica y biolôgica sobre esta macromolêcula y las posi- 
bles alteraciones y transferencias de informacion que pue 
da presenter.
Uno de los agentes capaces de afectar las carac_ 
terîsticas estructurales de1 DNA es la radiaciôn ioni- 
zante. A pesar de la gran cantidad de trabajos realiza- 
dos estudiando las modificaciones radioinducjjia^ en el 
DNA, quedan bastantes puntos por dilucidar^a cerca de 
la alteraciôn producida en la macromolêcula y como es a 
modificaciôn repercute en su actividad biologica.
Si bien en la mayor parte de los grupos dedica^
dos a este tipo de estudios y, concre tamente, en el grii
po de Biofîsica de la J.E.N. , en donde se ha realizacc
este trabajo, se evoluciona hacia el estudio de los fe-
nômenos de reparaciôn de estas modificaciones, en este 
trabajo hemos querido concretarnos al estudio de algu- 
nos aspectos que permanecen oscuros relatives a coco es 
la modificaciôn inducida.
Aunque inicialmente pretendîamos estudiar coco 
las alteraciones producidas en el DNA por las rad%acLc_ 
nés ionizantes modificaban su capacidad para autorrepi
carse , ante la enorme dificultad que présenta la utili-
zaciôn del sistema replicativo de DNA debido al gran des_
conocimiento actual a cerca de las enzîmas implicadas en 
(2, 3, 4, 51 . . .
el  ^ , y, tuvimos que abandonar la primitiva idea, ^
concretandonos al estudio de la modificaciôn radioinduc£ ^
da mediante un sistema enzimâtico que reciba informaciôn 
del DNA y que sea sensible a alteraciones en su estructu_ 
r a , de manera que permita detectar diferencias en las mo^  
dificaciones producidas en la molécula de DNA por varia- 
ciones en su comportamiento frente a ese sistema enzimâ­
tico. ^
En este sentido hemos utilizado un sistema de p£ 
limerizaciôn de DNA "in vitro" que necésita de una molê- 
cula de DNA que sirva de molde para construir la copia, 
el constituldo por la DNA Polimerasa aislada de Escheri­
chia coll.
La présente memoria reune los resultados de este 
intento hasta un punto en el que hemos creido existe una 
coherencia en el conjunto, permitiéndonos concluir que e^ 
te sistema es capaz de ayudar a aclarar algunos puntos re^  
lativos a la estructura de la modificaciôn producida.
hemos procurado realizar un tratamiento general 
de los resultados obtenidos a fin de poder cuantizar en 
la correlaciôn entre comportamiento ante el sistema enz£ 
mâtico elegido y tipo de modificaciôn local producida en 
el DNA.
nia
/
I.l. MECANISMO DE ACCION DE LA DNA POLIMERASA.
I.l.l. INTRODUCCION.
El conocimiento qua existe actualmente sobre las 
caracteristicas del mecanismo' de actuacion de la DNA Po 
limerasa es la razon principal que nos ha llevado a se- 
leccionar esta enzima para el estudio de las alteracio­
nes producidas en el DNA por diferentes agentes degradan 
tes. La abundante informacion que hoy se acumula sobre 
el mecanismo de esta polimerizaciôn "in vitro" facilita la 
interpretacion de las variaciones en el comportamiento de 
las muestras de DNA d.iferentemente degradadas al actuar 
como moldes frente a dicha enzima.
Sin embargo, podemos considerar que los conoci- 
mientos actuales^-sobre la estructura y actuacion in vi­
tro de las DNA Polimerasas conocidas son altamente so- 
fisticados. Evidencia ' de esta afirmaciôn es la gran 
precision con que se han utilizado las enzimas purifies^ 
das para determinar estructura genética y funciôn a ni-
C6 ' \ 7 X
vel bioquîmiço .. Contrariamente a este éxito, co­
co se sabe, y lo que se conoce es incierto, sobre el 
pel de las polimerasas en el interior de las cêlulas.
Cualquiera de estas enzimas copia al DNA molde exacta- 
C8 9 10)
mente ! * . replicândole de manera semiconservac£
Cil 12).va * *,por lo que cualquiera de ellas podrîa ser
el catalizador de la replicaciôn del cromosoma.
Otras propiedades, de las que hablaremos mas
tenidamente, sugieren, en cambio, funciones de repara-
Cl 3 )ciôn para ellas ■ . » , aunque la mayor parte de esas çr =_
piedades no son incompatibles con un modelo de replica­
ciôn de cromosomas Esto hizo que durante les
pasados ahos se les supusiese un papel preponderance en
la maquinaria enzimâtica responsable de la duplicaciôn 
de 1 DNA en la cêlula^^^^. Gran respaldo de estas supos£-
C l7 )clones fueron las experiencias de Kornberg consi-
guiendo la sîntesis in vitro de un DNA dotado de activi 
dad biolôgica idêntica a la del utilizado como molde, el 
DNA de fago $ 174 en un sistema acelular utilizando la 
DNA Polimerasa aislada por êl a partir de E. coli, la en^  
zima conocida actualmente por la DNA Polimerasa I.
Posteriormente se han realizado diversos inten- 
tos para descubrir nuevas actividades sintetizantes de 
DNA que puedan tener papel importante en la replicaciôn 
cromosômica. Estes intentes han incrementado grandemen- 
te el numéro de DNA Polimerasas conocidas. Intentâmes 
presenter en el cuadro 1 un resumen de ellas citando las 
caracterîsticas mas esenciales que presentan.
1.1.2, DNA POLIMERASAS CONOCIDAS. «'
Como DNA Polimerasa se designan a todas aquellas
enzimas que catalizan la polimer izaciôn de desoxirribonu
cleotidos y que requieren la informaciôn de un molde pa^
ra la selecciôn de los nucleotides. La mayorîa de estas
enzimas sedimentan sobre 6-8 S en gradiente de sacarosa,
lo cual corresponde a pesos moleculares de alrededor de
100.00,0 daltons. Algunas otras enzimas polimerizantes de
desoxirridonucleotidos presentan pesos moleculares mucho
mas bajos, por ejemplo, algunas especies moleculares de
(18)
DNA Polimerasa de E. coli aisladas por C.avalieri. et al.
y la desoxinucleotidiltransferasa de extractos de celu^
las de mamîferos de coeficiente de sedimentaciôn 3.3 S,
que utiliza igualmente la informaciôn de un DNA molde pa_
ra la selecciôn de nucleotido resultando por tanto una 
(19)DNA Polimerasa
“ 'D1TA-:
U i
Se han aislado DNA Polimerasas a partir de una
ClO 20 —23)amplia variedad de organismes: bacterias , * , ce
C 2 4 2 5)lulas animales * y cêlulas infectadas por virus 
(26 27)
* . Aunque todas ellas requieren la presencia de
^as ] cuatro ^ desoxirribonucleos ido^ tr if os f a t ^  y Mgy* pa-> 
ra realizar la polimerizacion, se diferencian en el ti 
po de molde que utilizan, en las otras actividades que 
suelen acompahar a la polimerizante y en el comporta­
miento frente a algunos reactivos.
Uno de los organismos mas estudiados en este
sentido ha sido E. coli. Se han aislado varias enzimas
polimerizantes de DNA a partir de esta bacteria. Ade-
( 8 )mas de la DNA Polimerasa I que hemos mencionado , se
( 9 )han purificado la DNA Polimerasa II y la DNA Polim^
rasa III^^^^ y se han estudiado los sistemas complejos
( 2 8 )  ( 2 9 )DNA-membrana y cêlulas permeables como siste­
mas sintetizantes de DNA.
La actividad principal polimerizante de DNA en_
contrada en extractos solubles de E. coli salvage (Pol^)
es debida.a... la enzima purificada por A. Kornberg y cjo 
( 8 3 0 —32)laboradores ’ y ahora denominada como Polimera-
( 2 1 3 3 )  fsa I * . Con el aislamiento por De Lucia y Cairns
C34) de mutantes de E. coli faltos de actividad Polime
(39)rasa I y las experiencias de Grossy Gross , parece
évidente que esta enzima probablemente no es esencial 
para la replicaciôn del DNA, ya que los mutantes faltos 
de ella crecen normalmente. La utilizaciôn de los mut^n 
tes Pol ha hecho posible la detecciôn de los otros sis^ 
Témas polimerizantes existantes en menor proporcion en 
esta bacteria.
Las propiedades que han sido descritas para la 
Polimerasa '21 ,33 ,35 ) (p^sumidas en el cuadro Ij, r.^
cen poco probable que esta enzima derive de la LNA rcli-
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merasa I. Aunque, inicialmente esta segunda enzima fue 
aislada a partir de tacterias déficientes en DNA Polime_ 
rasa I, (E . coli pel A ), ha sido confirmada su presen­
cia en cêlulas E . coli Pol* por Moses y R i c h a r d s o n ^ ^ , 
quienes emplearon las diferencias de enlace de las Poli 
merasas I y II a DEAE- y fosfocelulosa para purificar 
la Polimerasa II de cêlulas Pol*. Las preparaciones de
Polimerasa II a partir de cêlulas pol Al y Pol* no son:
C12 1distinguibles en sus propiedades y caracterîsticas.
Las diferencias de actividad que presentan las prépara
clones segun las diferentes publicaciones pueden ser
a'tribuibles al molde utilizado en el ensayo de activi-
dad ; Hoses y Richardson utilizaban DNA con roturas siin
pies en las cadenas^ ^ , Kornberg y Gefter, utilizan
C 9 21)
DNA con largos trozos de cadena sencilla * , apare-
ciendo para ambos grupos poco activa frente a DNA des-
naturado. Sin embargo, contrariamente a estos resulta-
( 33 )dos , las preparaciones de Knippers presentan poca
actividad utilizando DNA con roturas simples , siendo mas 
activas con DNA desnaturado, por lo que résulta mas pa- 
recida a la Polimerasa de fago T4 en sus requerimientos 
de molde(27.37,38)_
La DNA Polimerasa II da cuenta del 5-10% de la 
actividad total de lascêlulasPol*, del 20% de la capac^ 
dad sintetizante de DNA de las cêlulas tratadas con to- 
lueno^^^^ y de solo una parte de la actividad sintêtica 
de las cêlulas permeables pol A o de los complejos DNA- 
- m e m b r a n a ^  . Aunque la DNA Polimerasa II es en el pre^ 
sente el_foco logico de atencion como una de las enzimas 
responsables de la replicaciôn cromosômica en E . coli, 
tampoco aparece claro su papel,ni su preponderancia o no 
sobre el de la DNA Polimerasa- I .
Algunas de las observaciones concernientes a la 
Polimerasa I, que han hecho dudar respecto a su partiel-
paciôn en la replicaciôn del cromosoma, pueden ser apl^ 
cables tambiên a la Polimerasa II. Los estudios realiza 
dos sugieren que la enzima realiza la reparaciôn de tro­
zos de cadena de DNA, actûa en las roturas simples, no 
parece iniciar nuevas cadenas, requiere un grupo (3')-0H, 
sintetiza en direcciôn 5 ’ a 3 ’ y es menos activa que la 
DNA Polimerasa I con los sustratos enpleados, ya que po­
sée aproximadamente de la actividad especîfica de la
Polimerasa i (9,21,33,35)  ^ Ninguna de estas caracterîsti- 
cas bacen de ella una enzima de la replicaciôn, sino mas 
bien una enzima de la reparaciôn.
Hasta ahora no ha sido encontrado defecto en DNA 
Polimerasa II en ninguna de los mutantes de E, coli est\i 
d i a d o s ^ ^ ^ ^ .
La purificaciôn del sistema enzimâtico soluble 
que cataliza la sîntesis de DNA, a partir del mutante de 
De Lucia y Cairns déficiente en DNA Polimerasa I, E. coli 
pol A , ha conducido al aislamiento, conjuntamente con el 
de la DNA Polimerasa II, de una tercera enzima de caracte^ 
rlsticas y propiedades no identificables con ninguna de 
esas dos enzimas (ver cuadro 1), por lo que ha sido ceno- 
minada DNA Pplimerasa III^ ’ ’ hl anâli.sls de nu-
tantes de E. coli con mutaciones termosensitivas para la 
sintêsis de DNA y para la viabilidad de la cêlula parecen 
indicar que la DNA polimerasa III es esencial para 1= re- 
plicaciôn de 1 DNA * ya que mientras la DNA Polimera­
sa III aparece alterada en estas cepas, las Polimerasas I 
y II aparecen normales, lo cual indica, al menos, una --■=£_ 
ihdëpendencia entre estas enzimas.
Aunque de las très enzimas es la que menos r.clêcu_ 
las présenta por cêlula (ver cuadro 1), su velocicad da 
sîntesis, sin embargo, es mucho mayor que las c a t a l l z a d a s  
por las Polimerasas I y II, medidas en sus condicicnas zz
tima de actuacion, hasta el punto de poder afirmar que 
la actividad total de la Polimerasa III da cuenta suf 
cientemente de la velocidad "in vivo" de la replicaciôn 
^ \  Sin embargo, tambiên se le puede objetar a esta 
enzima algunas de las observaciones hechas a las otras 
dos como enzimas de la replicaciôn cromosômica, ya que 
al igual que ellas no parece iniciar nuevas cadenas , 
actûa sobre las'roturas simples reparando trozos de cade^
, ( 9
nà dé DNA, requiriendo siempre un extreme iniciador * 
10)
Se ha purificado una cuarta actividad polimer^
sica de DNA a partir de cêlulas pol G, qn mutante de E.
coli, sensible a sulfonato de metilmetanp, aislado por
De Lucia y Cairn^^'^'^r—Los exJLractos de pol G contienen
una actividad polimerasica que es aproximadamente la
+  ( 4 4 )quinta parte de la existante en las cêlulas Pol 
Aunque présente propiedades diferentes que la Polimerasa 
I, parece que es una forma alterada de esta enzima, ya 
que es inhibible por el antisuero contra la Polimerasa I .
Por lo que venimos comentando, se puede observar 
que el problems de las enzimas implicàdas en la replica­
ciôn de DNA es mucho mas complejo de lo que pareciô en 
un principio. La investigaciôn en este campo ha seguido 
un cîrculo, ya que habiêndose desarrollado utilizando des^ 
de extractos celulares hasta enzimas purificadas , hasta 
compléta homogeneidad, vuelve ahora a la bûsqueda de nua 
VO del sistema enzimâtico a partir de los "crudos" ce- 
lulares. En este sentido se puede hablar de la actividad
( 4 - 5 _ i f 7  )
sintetizapte del sistema complejo membrana o de la
utilizaciôn de cêlulas anormalmente permeables para la 
sîntesis de DNA^^S'^S-SO)^
Se ha encontrado que fracciones del aislamiento
( 5 1 5 2 )de la membrana a partir de bacterias ’ y de E. coli
infectado con catalizan la sîntesis
C 5 5 3 Îde DNA. Los experimentos realizados * sugieren que 
la actividad polimerizante de las fracciones delaisla- 
miento de la membrana difieren de la actividad normal 
encontrada en los componentes solubles de los extrac­
tos celulares , incluso cuando se utiliza el mutante die 
ficiente en DNA Polimerasa
Por otra parte, al tratar cêlulas de E. coli 
con tolueno o êter se obtienen cêlulas que aparecen in 
tactas pero Son permeables a gran cantidad de compues- 
tos , incluyendo los nucleosidos trifosfato. Estas cêlii 
las son incap aces de dividirse, pero pueden realizar 
funciones de sîntesis de DNA, RNA o proteina si se les 
proporciona los precursores apropiados.
Aunque originalmente se estudiaron las activi­
dades sintetizantes de los sistemas complejo membrana 
y cêlulas permeables en cêlulas Pol , ha podido ser 
demostrada su actividad tambiên en las cêlulas Pol*.
El complejo de membrana y DNA obtenido a partir de las 
cêlulas Pol* ha sido observado suficientemente libre
de Polimerasas, apareciendo solo la actividad asociaca
, (33,46,47)a la membrana
Ambos sistemas presentan diferencias. Como pc- 
dîa ser esperado, hay mayor parecido de las cêlulas per_ 
meables con las cêlulas no tratadas. La sîntesis de DNA
utilizando las cêlulas permeables continua durante al
men 
48)
(29
os 1 hor a , en contraste con el complejo membrana ’
en el cual la sîntesis se amaigua despues de aprc- 
ximadamente 2 minutes de inc u b a c i ô n ^ ^ ^ ^ . Sin embar­
go, modificando el procedimiento se pueden obtener za-
yores perîodos de actividad para el complejo membrana 
(55 1
Las velocidades de sîntesis de DNA catalizada
por ambos, sistemas son dos ôrdenes de magnitud superior
que la producida "in vitro" con la DNA Polimerasa I,
siendo comparables con las velocidades de polimerizaciôn
observados "in vivo". Sin embargo, y a pesar de estos in
tentos, queda incierto el papel de estos complejos, aun-
( 1 5que experiencias realizadas por el grupo de Okazaki *
23 47 56 57)' * * encuentran cortos fragmentes de DNA sinte-
tizados asociados a la membrana.
Por otra parte, Cavalieri y colaboradores han ais^ 
lado varias especies moleculares de DNA Polimerasa a par­
tir de cêlulas de E. coli^^®*^® 64)^ Las distintas espe­
cies se diferencian en su peso molecular, oscilante para 
ellos entre 10.000 y 120.000 Daltons. Parece que las es­
pecies de peso molecular comprendido entre 100.000 y
( 1 8 )120.000 Daltons son anâlogas a la DNA Polimerasa I y
se sosp echa^ 8 , 6 5 )  Las rest antes,especies moleculares
de peso molecular menor derivan de la DNA Polimerasa I 
por degradacion durante el aislamiento, aunque se postu- 
le(18) los tamanos moleculares mayores son debidos a
agregaciôn de unidades de peso molecular pequeno cons i gp 
mismas o con otras molêculas, como por ejemplo, exonuclea 
sas. Esto ultimo justificarîa las distintas actividades 
que suelen presenter las especies de peso molecular ma­
yor. Otros grupos han detectado la existencia en E. coli 
de algunas especies moleculares de pesos moleculares dis^ 
tint os ) que poseen caracterîs ticas similares.a los
fragmentos obtenidos por proteolisis de la DNA Polimera­
sa que confîrman la sospecha de que se produz-
ca la proteolisis de la enzima durante el proce'So de ais
( 6 7 )lamiento, o quizâs aûn "in vivo"
Si hay confusion sobre las distintas actividades 
sintetizantes de DNA aislabiés a partir de E . coli, une 
de los microorganismos mas estudiados en este sentido.
mayor dificultad aparece cuando se intenta hacer estu- 
dio comparative de las DNA Polimerasas aislada de otros 
organismes. Muy proximas a las Polimerasas descritas 
hasta ahora son las DNA Polimerasas ^27 , 37 , 53 ,69-7 3 )
V aisladas a partir de cêlulas de E. coli
infectadas con fagos T4 y T2 respectivamente. La DNA Po^  
limerasa T4 posee caracteristicas muy prôximas a la DNA 
Polimerasa II, diferenciândose de la Polimerasa I en su 
falta de actividad exonucleolitica capaz de degradar al 
DNA en direcciôn 5 ’->3'
Las restantes enzimas catalizantes de la poli-
merizaciôn de DNA que han side mas estudiadas hasta aho
ra tienen diverses origenes; algunas procéc^ep . de
otras bacterias (DNA Polimerasa de Micrococcus luteus
(22,110 113)^ DNA Polimerasa de Bacillus subtilis^^^*
6 8,114,115)^ DNA Polimerasa de Tetrahymena pyriformis
(116 118))^ otras de organismes superiores (DNA Polime^
( 1 19120)rasa de embriôn de erizo de mar ’ , de mamîferos:
DNA Polimerasa de DNA Polimera
(25 1.32'“134)sa de hîgado de rata * , bastantes Polimerasas
han side aisladas de cêlulas tumorosas ( ^ ^^ 131) ^ cêlij 
las KB humanas(^ ^ ^ . Una DNA Polimerasa destacable 
por sus requerimientos especiales de molde es la Poli­
merasa dependiente de RNA, aislada a partir de virus de 
leucemia, sarcoma y tumores mamarios^^^*^^ 109)^ Esta 
enzima cataliza la sîntesis de DNA, recibiendo inform^ 
cion de un molde que puede ser tante un DNA como un RNA, 
como un hîbrido de ambos(^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ . Résulta dificil 
cer estudio comparative sobre las carâcterîsticas ccr.\i 
nés y diferencias de las distintas DNA Polimerasas H.is_ 
ladas. S in querer hacer un estudio exhaustive, présen­
tâmes en el cuadro 1 un resumen de ellas.
1.1.3. . DNA POLIMERASA I.
De entre todo el conjunto de enzimas poli— eri-
zantes de DNA que han sido descritas hemos utilizado pa­
ra nuestro estudio la DNA Polimerasa I, -aislada segûn
(32)el metodo de Jovin et al. a partir de extractos solu
hies de E . coli salvage-, por ser la polimerasa que mas 
minuciosamente ha sido estudiada en todas sus propieda- 
des y caracterîsticas , tanto sobre el mecanismo de actua 
cion en la polimerizacion, como sobre su union al DNA que 
copia y a los monômeros que utiliza en la polimerizacion, 
las desoxinucleosidos trifosfato de adenina, citosina, t^ 
mina y guahina.
La DNA Polimerasa I de E. coli es una cadena po-
lipeptidica sencilla de peso molecular 109.000 que cata-
(8 32)liza varias diferentes reacciones * . Ademâs de su ac_
ciôn polimerâsica con formaciôn de enlaces fosfodister, 
la enzima cataliza la reaccion de cambio de pirofosfato 
en los desoxiribonucleosidos trifosfato y la rotura de
enlaces fosfodister del DNA, bien por pirofosforolisis,
u-j • (148,149,159) „ ,bien por hidrolisis exonucleasica . Hay dos
distintas reacciones exonucleoliticas catalizadas por la
Polimerasa I: una dégrada al DNA en direcciôn 3 ’ a 5' (es
la actividad denominada exonucleasa 3 ’-»-5) y la otra lo de_
grada en direcciôn 5 ’ a 3' (la denominada exonucleasa
5t^3t)(i^9)^
I.1.3.1. Funciôn de la DNA Polimerasa I.
Kornberg ha resumido la informaciôn sobre la 
acciôn de la DNA Polimerasa I, especulando sobre su posi^ 
ble papel en la replicaciôn cromosômica
Se han utilizado hasta ahora diferentes clases
de evidencias para sostener u oponer la visiôn de que
la DNA Polimerasa I de E. coli es la enzima que realiza
( 34137)la replicaciôn del cromosoma "in vivo" * . Los es-
tudios realizados con mutantes déficientes en Polimerasa 
I han ayudado a resolver parte de esta controversia. La 
pequena pero medible actividad polimerâsica del mutante 
pol A1 permitiô durante algun tiempo la especulacion so^  
bre si la actividad residual, atribuida entonces a la Po 
limerasa I, juega algun papel en la replicaciôn del org^ 
nismo intacto. La demostraciôn de que parte o toda esa
( 9 )
actividad es debida a la Polimerasa II , élimina la m^ 
yor parte de esta duda, aunque no totalmente. Sin embar­
go, con la evidencia de que pol A es el gene estructural 
para la DNA Polimerasa se podrîa excluir la posi-
bilidad de que esta enzima sea requerida para la replic^ 
cion mostrando que la "borradura de ese genA^no interfie
( 1 2 )  V fre con la replicaciôn . Pero aun en el caso de que no
sea requerida para la replicaciôn, resultaria dificil e5c
cluir su participaciôn en ella cuando esta presente. Kings_
(13 8)bury y Helinski prueban con sus estudios que la DNA
Polimerasa I es necesaria para la replicaciôn del factor 
colicinogenico Col El. Aunque los resu^tados obtenidos 
por ellos sugieren que es utilizada la funciôn de la Po_ 
limerasa I en la replicaciôn del Col El, no se distin­
gue claramente si su papel es directo o no, como podria 
ser, por ejemplo, por la provisiôn de una funciôn de 
paraciôn adicional.
Los argumentes mas fuertes atestiguando en con­
tra del papel de la Polimerasa I en la replicaciôn 
ceden de estudios genêticos en E. coli y B. subtilis. Ha 
sido posible aislar en estos dos microorganismos una sé­
rié de mutantes condicionalmente defectives en replica- 
--------  (139-145)
ciôn de DNA en los que no se ha encontrado a
rada la actividad Polimerasa I cuando se ensayaban n=r- 
malmente los extractos celulares.
Ademâs, el "locus" genêtico que parece que 
ca a la Polimerasa I es distinto de los genes par
zimas que se ha demostrado se requieren en la replica- 
(2 )c ion
Aparté de un posible pero no probado papel en
la replicaciôn, se ha sugerido para la DNA Bolimerasa
ly
I una funciôn en la reparaciôn de DNA, sugerencia a la 
que se ha llegado tanto por estudios "in vitro" como 
"in vivo". Ha sido muy estudiada la capacidad de la en^  
zima para reparar trozos unihelicoidales en DNA "in v^ 
tro"(® ^ . Esta enzima posee caracterîsticas de 
actuaciôn "in vitro" que le hacen idônea para una fun­
ciôn de reparaciôn, como son: a) la actividad exonucleo^
(37
lîtica que présenta asociada con la polimerâsica *
147,148) capaz de degradar al DNA en direcciôn 3' a 5 ’,
(13)y de eliminar dîmeros de timina ; b) la actividad 
exonucleolitica, capaz de degradar al DNA molde en di­
recciôn 5 ’ a 3 ’, de actuaciôn simultânea con la polim^ 
râsica y que produce como resultado el desplazamiento
del punto de uniôn de la enzima al DNA, una rotura sirn
( 149 )pie en una de las cadenas del molde , segun lo
cual esta ûnfca enzima, gracias a sus dos actividades 
simultâneas llevarîa a cabo dos de las etapas propues- 
tas(^^^’^^^^ en la reparaciôn de la lesion ultraviole- 
ta en DNA, y c) la habilidad de la DNA Polimerasa I de 
actuar concertadamente con la ligasa para reestablecer 
la continuidad de la cadena^^^^^.
El defecto "in vivo" de la enzima en los mutan 
tes pol A apoya también la funciôn de la Polimerasa I 
en la reparaciôn de DNA^^^^, ya que estos mutantes son 
sensibles a las radiaciones ultravioletas y a sulfona-
to de metilmetano. El mutante pol Al no parece ser de_
tilizado 
(150,153)
 ^ ( 39 )fectivo en la recombinaciôn , mecanismo u
para la correcciôn de la lesiôn ultravioleta 
Como la sensibilidad ultravioleta, causada por las muta 
ciones uvrA y pci A no son aditivas en un mutante dobla
c 39 1
, esto quiere decir que la Polimerasa I actûa seg^ 
ramente en la via excision - reparaciôn uvr; s in embar 
go,' no ha sido todavia definido su papel preciso en esa 
via.
Parece que las cêlulas E. coli pol A” pueden rea 
lizar la excisiôn de los dîmeros de timina, lo cual ha 
sugerido que el defecto ultravioleta de estos mutantes 
estaria en las etapas posteriores de la reparaciôn, co­
mo , por ejemplo, en la de reemplazamiento de los huecos
Cl 54 1producidos al eliminar los dimeros . Varias de las
propiedades de las cêlulas pol A estân de acuerdo con 
estas suposiciones; a) la respuesta mutagénica normal a 
la irradiaciôn u l t r a v i o l e t a ^ ^ ^ ; b) el numéro incremen 
tado de roturas que permanecen en el DNA despuês de la 
irradiaciôn ultraviole ta^"^ ^  ^  ^ ; y c) la disminuciôn de la 
habilidad para convertir el DNA sintetizado "de novo", de 
bajo peso molecular, en DNA dq peso molecular alto^^^^^.
Resumiendo, la DNA Polimerasa I parece tener un
papel facultative en la reparaciôn de DNA, resultando
évidente que su funciôn séria la de llenar los huecos
producidos por la eliminaciôn de los dîmeros , cosa que
estaria de acuerdo con su actividad sintetizante "in v^
tro". No parece haber evidencia de que la actividad ex^
nucleolltica eliminadora de dîmeros de la enzima sea
utilizada "in vivo", pero esto puede ser solo debidc a
la alta eficacia de otra enzima alternativa que tenga 
(12)esta capacidad . Parece virtualmente excluldo un
pel obligatorio de la Polimerasa I en la replicacica âe 
DNA; permanece la posibilidad de un papel facultatÎT-, 
pero hasta el momento faltan evidencias directas para 
apoyarlo.
I.1.3.2. Estructura y Composicion.
El peso molecular tan alto y la presencia simul­
tânea de actividades polimerâsica y exonucleâsicas en la 
DNA Polimerasa I, sugieren una estructura en subunidades 
para ellà>^ S in embargo, el peso molecular medido por sed^ 
mentaciôn en equilibrio bajo condiciones desnaturantes y 
reductoras ba resultado ser el mismo que el de la protei 
na nativa, aunque por dispersion ôptica rotatoria y por 
estudio de velocidad de sedimentacion se baya deducido 
que la enzima pierde su estructura ordenada en esas con­
diciones , por lo que se podrîa esperar que estuviese com
C32 )pletamente disociada . Mâs de1 95% de la proteina em^
gra como una ûnica banda en electroforesis en gel de po-
liacrLlamida, incluso a pH extremes y en condiciones des-
(8)naturantes , lo cual llevarîa a pensar en una estructu^ 
ra ûnica de cadena polipeptidica sencilla o bien en sub­
unidades idênticas. Sin embargo, ha ido descartada la 
posibilidad de multiples subunidades idênticas por el he_ 
cho de que la enzima contiene, para el peso molecular
109.000, un solo grupo sulfidriloy un solo puente disu^
furo. El grupo suifidrilo puede ser modificado con yodo*
2 +
acetato o ion Hg dando derivados con compléta activi­
dad tanto exonucleasica como polimerâsica^^^^ ^ . La reac_
2 0 3 2 +ciôn de la enzima con Hg ha proporcionado un mêtodo
para marcar la enzima, necesario para el estudio del com^
( 32 1plejo DNA-enzima
La Polimerasa I posee aproximadamente 1000 ami- 
noâcidos por molêcula, sin que haya evidencia de la exi^ 
tencia de algûn grupo 
terminal es metionina.
( 8 )prostêtico . El resîduo amiho
C3 2 1Aunque las experiencias citadas hayan lleva
do a la idea de una cadena polipeptîdica sencilla, exi^ 
te la posibilidad de que existan subunidades unidas per
enlaces no peptidicos que resistan las condiciones desna­
turantes y reductoras o los pH extremos. Hemos comentado 
(pag. ) algunos trabajos realizados sobre preparaciones 
de DNA Polimerasa de E. coli en las que se llega a valores 
de peso molecular muy pequefios y que han sido designados 
por subunidades por C a v a l i e r i ^ ^  y Cezius^^^^ aunque sus 
preparaciones son de relativamente baja actividad especî
Las alteraciones quimicas de la enzima han propor 
cionado conclusiones importantes a cerca de su estructura 
y f unciôn ^, La modificacion del grupo sulfidrilo no al^  
tera ninguna de sus actividades , lo que ha permitido pen­
sar que este grupo esta alejado del centro activo. Un deri 
vado con grupos N-Carboximetil ' lisatoil\no posee activi­
dad polimerâsica, pero incrementa enormemente la actividad
nucleâsica . Estudios cineticos y de enlace realizados 
C8 ) . .indican que el efecto mayor de esta alteraciôn se man_i 
fiesta en la afinidad de las desoxinucleotidos trifosfato 
a la enzima, lo cual ha hecho pensar que posiblemente al- 
guno de los 61 resîduos lisina de la enzima este localiza 
do en el centro activo para los sustratos y que su oscil^ 
ciôn altera la funciôn de este sitio. El incremento sir.uJL 
tâneo de la actividad nucleâsica implica que esa altera­
ciôn lleva cbnsigo cambios en la interacciôn DNA-enzima 
(S)
I .1.3.3. Centro activo.
De los estudios realizados parece que se de 
que todas las funciones catalizadas por la enzima s 
sarrollan y se orientân en un solo centro activo. S
considêrado diversos modelos para describir este ce~~Tz 
activo^^*^^^ 164)^ modelo propuesto por Beyersmamn e%
basado exclusivamente en datos cineticos, pro­
pone un sitio identico para pirofosforolisis e hidrolisis 
y un centro activo para las funciones de degradacion y po 
limerizacion de la enzima; este modelo propone tambien la 
pirofosforolisis de cadenas que posean extremos ' C3 ’ ï.~fos 
fato y papeles para los inhibidores especificos que no es 
tan de acuerdo con la experimentacion presentada por Korn 
berg et al.^^^. El modelo dado por Kornberg^^^, aunque pa 
rece correcto en su lînea bâsica, no puede explicar algu- 
na de las caracterîsticas de la enzima, como, por ejemplo, 
la capacidad de la enzima para distinguir una estructura 
secundaria tanto en la actividad poliraerizante como en la 
nucleolîtica,^requiere un reconocimiento tridimensional 
de las cadenas molde e iniciadora dentro del centro acti­
vo. Para acomodar la traslaciôn de una estructura doble 
helicoidal a travês del centro activo séria necesario en 
él una superficie adaptada a una o mas vueltas de la do­
ble hélice. Ademâs ese modelo no considéra las influen- 
cias importantes de cationes especificos, fuerza iônica 
y temperatura sobre la actuaciôn de la enzima. Igualmen- 
t e , el modelo tendrîa que tener en cuenta que las enzi­
mas y factores relacionados con las funciones celulares 
de la DNA Polimerasa I interaccionarân con ella, en el
centro activo o cerca de ê l , en la regulaciôn de estas 
(8)funciones
En la mayor parte de las hipôtesis para construir 
un modelo.. de funcionamiento de la enzima se supone al 
centro activo como alguna superficie polipeptidica espe- 
cialmente adaptada que puede reconocer y acomodar varias 
estfucturas nucleotîdicas. Parece évidente que dentro del 
centro activo tiene que haber. al menos cinco sitios:
a) Un sitio para una porciôn de la cadena molde. 
Este ârea enlaza la cadena molde donde hay formados pares 
de bases en una distancia de varios nucleotidos. La cade-
( 8 )na se orienta con polaridad particular . Parece que 
este es el sitio donde se enlaza el DNA circular de ca 
dena sencilla, unido a oligômeros a travês de las ba­
ses; pero parece incierto el que este sitio reconozca
C 8 )
una region bihelicoidal extendida
b 1 Un sitio para la cadena creciente , la cade­
na iniciadora. Esta cadena se orienta con polaridad
(Q)
opuesta a la del molde
c) Un sitio con especial reconocimiento para el 
grupo C3’i - OH del nucleotido terminal de la cadena in^ 
ciadora, el extreme iniciador. Esta regiôn es el sitio 
tambiên para la hidrolisis y pirofosforolisis de la ca­
dena iniciadora terminada en C3*I-0H (hidrolisis en di_ 
recciôn 3 ’ 5 ' ) ^ ^  \
d) Un sitio para el desoxinucleotido trifosfato
(8)
e) Un sitio adicional para la hidrolisis de la
cadena terminada en un grupo fosfato en posiciôn 5' (hi
( ft )
drolisis en direcciôn 5 * 3 ’ )
I .1.3.4. Separacion de las actividades de la Enzima.
Klenow et y Brutlag et al.^^^^ han
demostrado que la actividad polimerfaante de la-DNA ?cli 
merasa I se puede separar de su actividad nucleasa 5 ’—
3 ’ por rotura proteolîtica limitada. Ambas activiia- 
des se recuperan en fragmentes distintos: la actiyicaf. 
polimerâsica se présenta en el fragmente de peso nzZ.e- 
cular 75.000 Daltons y la exonucleasa S ’. + 3' en el èe 
peso molecular 35 . 000 Daltons; résulta interesanie 
tatar que ambas actividades son mayores en cada une le
los fragmentes separados que en la enzima intacta. cuan- / 
do se refieren a concentraciôn molar. Las :actividades^cam / 
bio de pirofosfato^, pirofosforolisis y exonucleolitica 
en direcciôn 3 ’ -»■ 5 * permanecen asociadas a la polimerâ­
sica en el fragmente largo^^^^^.
La sepafaciôn de las actividades catalîticas de 
la enzima por degradacion ha ofrecido una buena oportuni 
dad para examinar les papeles que esas actividades jue- 
gan en el complejo grupo de reacciones catalizadas por 
la enzima intacta. Esta fragmentaciôn tambiên ha permit^ 
do estudiar las actividades individuales de la enzima sin 
interferencia con las otras actividades. AsI , estudios 
realizados sobre la actividad exonucleasa 3 ' ->■ 5 ’ del 
fragment© largo indican que esta nucleasa puede servir 
de "corrector de pruebas", pudiendo ser su funciôn la
correcciôn de los errores en la polimerizaciôn^^^^^.
+'
El fragment© largo aparece completamente activo 
en la sîntesis de DNA^^^^, asî como en el cambio de piro^ 
fosfato y en la pirofosforolisis, reacciones, por otro
lado, que son reconocidas como inversas de la de sînte
. (8,14 8,167) ^ .
sis ’ . En cambio no présenta actividad exonu-
cleâsica 5' 3 ' detectable sobre un sustrato de cadena
doble, aunque si cataliza la hidrolisis râpida de un su^
(67)trato de cadena sencilla en la direcciôn 3 ’ 5 ’
La falta de actividad exonucleolit ica 5 ’ - ^ 3 ’ sugiere
que la sîntesis de DNA catalizada por el fragment© lajr
go no lleva consigo hidrolisis simultânea del DNA, coin
trariamente a lo que ocurre en la sîntesis catalizada
por la enzima intacta; cuando el molde es un DNA de do_
ble cadena con roturas simples , la sîntesis catalizada
por la enzima intacta présenta producciôn simultânea de
resîduos raononucleotidos , equimolecular con la polimeri^
(14 9)zaciôn , representando la velocidad de hidrolisis el
70% de la de sîntesis.
La mayor parte de las propiedades del fragment©
largo son paralelas a las de las Polimerasas aisladas de
otros microorganismos. Asî las Polimerasas aisladas de
B. subtilis Cpeso molecular 75 . 000 ) ^ \  y de M. lu-
(112)teus Cpeso molecular 82 . 000) , que catalizan la sînte_
sis utilizando como molde DNA de cadena doble con roturas
simples, présente muy baja, prâcticamente n u l a , actividad
exonucleolit ica 5* g, (168) igualmeiite , es similar en
su falta de actividad exonucleolitica a la DNA Poîimera-
sa inducida por el bacteriofago y a la Polimerasa
. C9)II de E. coli . En vista de estos datos, résulta justi 
ficado pensar en la posibilidad de una proteolisis de las 
Polimerasas durante las etapas del aislamiento, especial 
mente en el caso de la de B. subtilis, cuyo extract© ce-
lular posee un alto contenido en proteasas. Séria intere^
santé llegar a dilucidar si las distintas Polimerasas co_ 
nocidas, aisladas por diferentes caminos, no serân frag- 
mentos distintos, mas o menos largos, que en el sistema 
"in vivo" estarîan unidos por enlaces sensibles a protea 
s a s ( 6 7 ) .
La mezcla de los fragmentos pequeRo (peso molecu
lar 35.000) y largo (peso molecular 75,000) de la DNA 32
limerasa I récupéra, las propiedades de la enzima intac­
ta, debido a la reasociaciôn de losdûs fragmentos bien s2  
bre el DNA, o bien independiente de êl, ya que el erl.= r = 
de un fragment© al DNA puede o no provocar el enlace iel 
otro fragment© adyacente a êl, Como ambos fragmentos se 
separan por cromatografîa en Sephadéx o en fosfocelulcsa 
(165)^ se puede.pensar que la afinidad entre ellos % z 
be ser muy fuerte; ademâs, por sedimentaciôn en graiiez-
te de sacarosa, se ba encontrado que ambos fragmenars se_
(67)dimentan separadamente y en zonas iguales a cuaziz ==
hace la sedimentaciôn por separado, lo cual ha llevaiz =
concluir que los fragmentos separados no présentai afia^i
(67)dad fis ica por el otro sobre DNA . Con niveles alacs
de saturaciôn referida al numéro de extremos 3' y 5 ’ que 
présenta la muestra de DNA utilizada como molde , los dos 
fragmentos enlazan adyacentemente en la misma rotura sim 
pie, cada fragmente en cada uno de los extremos correspon 
dientes de la rotura simple; sin embargo, cuando no hay 
saturaciôn, parece que el enlace de un fragmente al DNA 
no influye en 1^ afinidad sobre el otro fragmente y que 
este se asocia al DNA al azar^^^^^.
La rotura de la DNA Polimerasa I en dos fragmen_ 
tes actives que no muestran afinidad el uno por el otro 
y la similaridad de sus reacciones catalîticas en las 
reacciones anâlogas catalizadas por la enzima intacta, 
indican que dentro de la cadena polipeptidica sencilla 
de la DNA Polimerasa I hay dos enzimas distintas que se 
mantienen unidas por uniôn polipeptidica (susceptible a 
proteolisis), lo cual asegura que tanto la funciôn poli^ 
merasa como la exonucleasica actûen simultâneamente en 
los extremos correspondientes de una rotura simple en una 
molêcula de DNA^^^^^.
1.1.3.5. Uniôn al DNA.
La uniôn de la DNA Polimerasa I a las molêculas 
de DNA ha sido estudiada, a travês de têcnicas de centr^ 
fugaciôn en gradiente de densidad de sacarosa^^^^^, ut^ 
lizando una gran variedad de estructuras de DNA^^^^^ pa 
ra analizar la influencia de la estructura del molde en 
su enlace_a_la enzimaL Los DNA mâs estudiados han sido 
los siguientes:
a) El copolîmero sintetico alternante dCAT)^^* 
Cuando se utiliza un exceso de la enzima^ el sustrato 
sedimenta cuantitativamente con ella, indicando una gran 
afinidad de enlace. Cuando, por el contrario es el oli-
1/
gômero el que esta en exceso, toda la enzima sedimenta 
como complejo oligômero-enzima, en cantidad equimole­
cular con el o l i g ô m e r o ' indicando que la Polimerasa
C 3 2 5contiene solo un sitio para el oligômero .
b 1 Un DNA circular de cadena sencilla, (J>X 174.
Los experimentos que han sido realizados utilizando
este DNA han llevado al câlculo de mas de 20 molêcu-
C147 172 )las de enzimas enlazadas por molôcua de DNA *
Cl2 17 69)Sin embargo, se ha podido comprobar * ’ que es
tos DNA de cadena circular sencilla estân impurifica^ 
dos por trozos pequehos de oligonucleotides , lo cual 
explica el numéro de molêculas de Polimerasa enlaza­
das a las cadenas sencillas.
c) (Una DNA de doble cadena circular y cerrada. 
Cuando se uiilizan estas estructuras de DNA no hay as^ 
ciaciôn con la DNA Polimerasa % ^ ^ ^ ^ _
d ) DNA de doble cadena circular, cerrada, de^
naturado por calor para llevarlo a cadena sencilla.
En este caso, el numéro de molêculas de Polimerasa ejn
lazadas depende de la longitqd del DNA, comportândose
anâlogamente que el DNA viral de cadena sencilla <{>X.-174.
Al igual que en ese caso, se ha comprobado la presen-
C l 7 3 )cia de pequefios oligômeros impurificantes
e) Cuando se introducen roturas simples dentro 
del DNA circular de cadena doble o del <J)X.174 tratândo- 
lo con DNasa pancreâtica, se produce la asociaciôn DNA- 
-enzima^^^^ capaz de polimerizar cuando se le afiaden 
los cuatro desoxinribonucleosidos trifosfato necesarios. 
El numéro de molêculas de enzima asociadas por molêcu­
la de DNA es igual al numéro de roturas simples intro- 
ducidas en las molêculas de DNA, cuando se actûa en cpr^ 
diciones de saturaciôn de la enzima.
f) Si las roturas simples se introducen en el DNA 
doble cadena por tratamiento con nucleasa micrococal ,là cual 
bidroliza los enlaces internucleotîdicos dando lugar a gru 
pos extremos fosfato en posiciôn 3’ e hidroxilo en posi­
ciôn 5 ’, se produce la asociaciôn DNA-enzima igualmente , 
pero esta asociaciôn no es apta para la polimerizaciôn
cuando se agregan los desoxifribonuoleosidos trifosfato
C18 2 1 ’  ^ if-j
necesarios . Las molêculas de polimerasa I son capa-
ces de asociarse a las de DNA, en un numéro exactamente 
équivalente al numéro de roturas simples existentes so­
bre las cadenas, cualquiera que sean los grupos extre­
mos que dejen libre la producciôn de esas roturas simples 
puesto que no se ha detectado diferencias en el enlace 
de la polimerasa con sustratos que tuviesen grupos extre^ 
mos ( 3 ’)-0H,: en las roturas simples, comparados con los 
que presentaban grupos fosfato en posiciôn Sin
embargo, ambas asociaciones se diferencian en su capaci­
dad polimerizante cuando se anaden los desoxinucleosido^^ 
trifosfato necesarios para la sîntesis del polîmero.
Los perfiles de sedimentaciôn han mostrado que 
las molêculas de enzima se enlazan a las de DNA que po­
see n roturas en su interior y no a las régiones biheli- 
coidales intactas. El enlace se produce en los extremos 
de las roturas simples y en los extremos de cadena, asî 
como a lo largo de cadenas sencillas. Esto ûltimo hizo 
sospechar si, el enlace al DNA en las roturas simples o 
en los extremos de cadena era simplemente una consecuen 
cia de1 deshilachamiento y carâcter de cadena sencilla 
de estas regiones. Sin embargo, el descubrimiento de la 
necesidad de apareamiento parcial en la cadena sencilla 
para que se produzca la asociaciôn con la enzima ha he­
cho pensar que el enlace este dirigido mas especîfica-
mente al nucleotido terminal de una regiôn bihelicoidal 
(8)
Aunque puede asociarse al DNA, la Polimerasa I 
no puede iniciar la sîntesis ni en los extremos de un 
DNA lineal de cadena doble, ni a lo largo de una secuen 
cia de nucleotidos en una hélice intacta de DNA, ni en 
las roturas simples de un DNA bihelicoidal cu y b g r u p o  
extreme no sea CS^l-OH (3,137,147,152,196)^ ^a distor
siôn local y desnaturacion de una de las hélices, de 
DNA producidas en la vecindad de un extreme de cadena 
no son suficientes para producir la iniciaciôn de la 
sîntesis, ya que la rotura simple debe contener un ex 
tremo ,.(3!)-0H.:, La polimerizacion ocurre entonces por 
extension de la cadena iniciadora, -la que posee el gru 
po extreme C3’)-0H.-, mas que por iniciaciôn de nuevas
( g \
cadenas , El polîmero producido aparece unido covalen 
temente a la cadena iniciadora,como ha sido observado 
por experiencias de sedimentaciôn, incluso despuês de 
desnaturacion alcalina^^^^'^^^,170)^
Han sido realizado estudios sobre enlace y com-
portamiento funcional de varios anâlogos de nucleotidos
para determiner la especificidades de la uniôn de la
(8 15 9)
DNA Polimerasa al extremo de la cadena iniciadora ’
La mayor parte de los anâlogos utilizados carecîan de grii 
pos C3 ’ I-OE , Taies anâlogos, si se adicionan a una ca­
dena iniciadora, impiden el crecimiento posterior de la 
cadena al dejarle carente de 1 grupo extremo (-3* )~0H.' .
Un ejemplo de los anâlogos utilizados es la did^ 
soxitimidina trifosfato. Este anâlogo puede enlazarse a 
la enzima y, en presencia de una cadena molde y una cad^ 
na iniciadora, se adiciona uno solo de estos nucleotidos 
por cadena iniciadora. La cadena terminada con ese dide- 
soxinucleotido es inerte a una elongaciôn posterior y es 
relativamente inerte a la acciôn exonucleolitica; el ata^ 
que por pirofosfato inorgânico, queda tambiên inhibido, 
pero la cadena puede ser degradada desde el extremo 5 ’
(direcciôn 5* 3*1. Estos resultados han sido interpre-
tados como que la cadena creciente no puede enlazar a la
enzima en el sitio para el extremo iniciador debido a que
carece de 1 grupo » (3))-0H%, por lo que no es sustrato
efectivo para ninguna de las funciones de la enzima que
requieran,la presencia del extremo iniciador en el centro 
(19 5)
activo . Comportamiento anâlogo ha sido obtenido cuan
do se élimina el grupo C3*l—OHl por esterificaciôn con
fosfatos. Sin embargo, pueden ser toleradas muchas otras
alteraciones con tal de que conserven el grupo extremo
C37 1-0H (159)^ Por egemplo, los 'C3*1-OH' desoxinucleo-
tidos monofosfato se enlazan a la enzima en el sitio para
el extremo iniciador, como se ha confirmado por el hecho
de que estos monofosfatos inhiban la hidrolisis de poli-
nucleotidos desde el extremo 3 ’ de la cadena. Se han da-
(15 9)do otras pruebas, ademâs, que dejan claro la exis-
tencia de un solo sitio en el centro activo de la enzima 
para el extremo de cadena iniciadora que sirve tanto pa­
ra la polimerizaciôn y sus reacciones inversas como para
(  o \
la hidrolisis en direcciôn 3 ’ •> 5 ’
Sin embargo, la polimerasa no cataliza la adiciôn 
de nucleotidos para la extensiôn de la cadena si el nucle^ 
tido terminal de la cadena iniciadora no estâ apareado con 
una cadena molde mas larga que puede dirigir la incorpora^ 
ciôn de nucleotidos ^ ^,
Por tanto, y resumiendo, aunque la enzima pueda 
asociarse a distintas estructuras de DNA, para que la as^ 
ciaciôn sea activa en la polimerizaciôn es necesario que 
en el centro activo de la enzima estân présentes dos cace^ 
nas polinucleotîdicas: la cadena iniciadora, cuyo extrer: 
C3)1—0 estâ enlazado al centro activo de la enzima y 
cuyo nucleotido terminal estâ enlazado por puentes de hi- 
drôgeno a la otra cadena présente en el centro activo. la 
cadena molde. Cuando el nucleotido terminal de la cadena
iniciadora no estâ apareado por las bases con la cadena 
molde puede enlazarse a la enzima y ser eliminado por su 
acciôn hidrolîtica en direcciôn 3* a 5 ’ hasta encontrar 
el nucleotido que se présenta unido a la cadena molde , co 
rao ha sido postulado en el modelo dado por Englund 
Sin embargo, en el momento de iniciaciôn de la polimeri^ 
zaciôn, la enzima requiere que el nucleotido terminal se 
présente unido a la cadena molde^^^^, ya que la extensiôn 
de la cadena comienza solo despuês de que han sido elim^
nados los nucleotidos desapareados. Este apareamiento se
, . (167 )conserva mientras se mantiene la polimerizacion
1 .1. 3 . 6 . Uniôn a los desoxirribonucleotidos .
La mayor parte de los estudios de asociaciôn de
los desoxirribionucleosidos trifosfato a la enzima han si
do realizados a partir de datos obtenidos mediante dial^
sis en equilibrio en câmaras de microdiâlisis que permi-
ten un râpido equilibrio entre trifosfatos no asociados 
( 174 ). Se ha podido determinar de esta forma que la en­
zima posee un solo lugar de enlace para los trifosfatos, 
conociêndose las constantes de disociaciôn del complejo 
enzima-trisfosfato para cada uno de ellos. Aunque los 
cuatro desoxirribonucleosidos trifosfato difieren en su 
afinidad por la enzima, las diferencias son de dificil 
i n t e r p r e t a c i ô n ^ \  Ademâs, estos datos de afinidad no 
presentan gran interês debido a que tanto la cadena de 
DNA molde como la iniciadora no estên présentes en la 
realizaciôn de estos estudios, y, como es obvio, su in_ 
fluencia sobre el enlace de1 trifosfato a la enzima ha 
de ser grande.
Otra cuestiôn importante sobre la asociaciôn 
enzima-trifosfatos es si existe en la enzima un sitio 
por el cual tienen que competir todos los trifosfatos.
Los estudios con dialisis en equilibrio de combinacio- 
nés de dos trifosfatos han establecido que hay un solo 
sitio de union en la enzima comûn por el que compiten 
los trifosfatos.
Los estudios realizados sobre la especificidad 
del enlace en este sitio enfatizan la importancia de la 
agrupaciôn trifosfato y la solo secundaria importancia 
de los componentes azûcar o base^^^^^. Parece que el re 
querimiento estructural principal para detectar el enla_ 
ce a ese centro es la posesiôn del grupo trifosfato, 
confirmado por las experiencias de asociaciôn con dife 
rentes ligandos. Ha sido observado^^^^^ que todos los 
trifosfatos en posiciôn 5*, cualquiera que sea el azû­
car y cualquiera que sea la base, compiten por el si­
tio de enlace a la enzima. Igualmente, todos los tri­
fosfatos en posiciôn 3* compiten por ese sitio pero con 
menor afinidad que las (5’)-trifosfatos. Sin embargo, 
los desoxirribonucleosidos a los que faltaban los très 
grupos fosfato no presentaban competencia por el punto 
de enlace a la enzima. Ademâs, los desoxirribonucleos^! 
dos monofosfato, tanto en posiciôn 3 ’ como en 5 ’ , y los 
desoxirribonucleosido^ difosfato, asî como los pirofos-
fatos, enlazan a la Tolimerasa, aunque por un segundo
\ " (170)
sitio, distinto al sitio de union a los trifosfatos
La interpretaciôn de la importancia secundaria 
en el enlace a la enzima del àzûcar o de la base es li­
mitada, ya que en esas experiencias no estân présentes 
la cadena molde ni la,iniciadora cuya influencia debe 
ser decisiva sobre el enlace. Los efectos del DNA sobre 
la uniôn trifosfato-enzima son difîciles de estudiar ex 
perimentalmente ya que en su presencia se produce râpi- 
damente la polimerizaciôn. Lo ûnico determinado hasta 
ahora es que en ausencia de DNA el centro activo de la 
enzima puede acomodar a las cuatro bases naturales : ade^ 
nina, guanina, citosina y timina y a très azûcares dis-
-intos : ribosa ,desoxirj^B‘o^a Y didesoxirribosa. Por otro 
lad o , en presencia del^^olde , la carencia de un determi 
nado desoxinucleotidck^trifosfato interrumpe la polimeri
zaciôn, puesto q-ure cuando no esten présentes todos los 
desoxirribonucleotidos necesarios , la polimerizaciôn es 
muy limitada.
En la mayor parte de los modelos de polimeriza­
ciôn presentados(^ ^  se postula que la base 
de la especificidad de la uniôn a la enzima de un deso- 
xirribgnucleosido trifosfato no estâ en el reconocimien­
to por la enzima de un trifosfato erilazable sino mas bien 
en la demanda de una de las cuatro bases para formar un 
par correcto con la cadena molde. Todos los pares de ba 
ses Watson-Crick contienen regiones de dimensiones y geo 
metrîa idênticas y son simêtricos. Cuando la base correc 
ta para la formaciôù del par este dentro del centro act^ 
v o , la enzima puede responder, segûn se postula, posible 
mente por un cambio de conformaciôn, de manera que se 
procéda a la siguiente etapa catalîtica. Si se hubiese 
enlazado un trifosfato incorrecto, no se habrîa formado
el par de bases correcto, no hubiese habido el cambio con
C8 )formacional y el trifosfato séria rechazado
I.1.3.7. Actividades hidrolîticas de la DNA Polimerasa.
( 147 )Klett y Cerami descubrieron que la activi­
dad exonucleolitica de la DNA Polimerasa I de E . coli 
implica el ataque a las cadenas de DNA tanto en el ex­
tremo 3 ’ como en el extremo 5*. El grupo de Kornberg ti^
( 148 167 198)ne observaciones anâlogas * * . Estas acciones
hidrolîticas no pueden ser adscritas a la presencia de 
endonucleasas ,exonucleasas o fdsfatasas présentes como 
impurezas en la preparaciôn de DNA Polimerasa, sino que 
constituyen parte de la actividad enzimâtica de la prote^ 
n a , Por otra parte, constituye una caracterîstica espe-
cial de la DNA Polimerasa I de E. coli ya que las otras 
Polimerasas de E. coli o las aisladas de M. luteus, B . 
subtilis o de E. coli infectadas con fagos T4 o T2 no 
poseen la acciôn exonucleolitica que bidroliza en 5' si 
no solamente la que bidroliza en el extremo 3*.
Sin embargo, estas dos actividades exonucl'eolî- 
ticas de la Polimerasa I han sido separadas, presentân- 
dose cada una de ellas en fragmentos distintos de la en 
zima, cuando se realiza la proteolisis de la Polimera- 
sa^148 ,165 ,166 ) ^ La actividad hidrolitica sobre el ex­
tremo 3* sigue acompafiando a la actividad polimerâsica, 
pre s ent ândose en el fragmente de mayor tamafio. El fraj^
mento mas pequefio, en cambio, posee sôlo actividad hi-
(13drolitica sobre el extremo 5' de las cadenas de DNA * 
149 )
La actividad hidrolîtica del fragmente pequefio 
se parece a la de la enzima intacbé. /que actûa sobre los 
extremos 5 ’ de cadenas polinucleblî,dicas puesto que dé­
grada DNA a mono- y oligonucleotides y es capaz de eli­
minar regiones errôneas de1 DNA taies como los dimeros 
(13 14 9)de timina ’ , difiere , en cambio , de la enzima iii
tacta en que los desoxirribionucleotidos necesarios pa­
ra la polimerizaciôn no estimulan su acciôn exonucleo­
litica ni incrementan la cantidad de oligonucleotides 
producidos. Sin embargo, en una mezcla de los dos fra^ 
mentos y un DNA poseyendo roturas simples, en presen-  ^ ,
cia de los desoxirribonucleosidcy^ trifosfatos , ha sido 'f
observada la misma influencia de la polimerizaciôn so­
bre la actividad exonucleolitica actuante sobre el ex­
tremo 5 ’ que en la enzima intacta; parece, entonces, 
que los dos fragmentos pueden enlazar adyacentemente 
en una rotura simple, unidos a cada uno de los extre­
mos correspondientes, para dar la polimerizaciôn coor^ 
dinada con una funciôn exonucleolitica desde el extr^
Cl • T • . . , (166)mo 5 ’, que caracteriza a la enzima intacta
Las dos actividades exonucleoliticas de la Po­
limerasa I presentan diferencias en cuânto a requeri­
mientos estructurales del DNA sobre el que actûan. La 
hidrolisis en direcciôn 5' a 3' requiere un DNA biheli 
coidal, mientras que la hidrolisis en d ire Ce i ônT" 3^ a "5 * 
suele realizarse sobre cadenas polinucleotidicas senci 
lias y cortas. Las cadenas desprovistas de estructura 
secundaria apreciable pueden ser relativamente resisten 
tes a la hidrolisis desde el extremo 5 ’ pero no a la hi 
drolisis desde el extremo 3 ’, incluso, la hidrôlisis des^ 
de el extremo 3' es mâs râpida actuando sobre cadena sen 
cilla que sobre cadena doble^^^,149,167)^
Otra diferencia entre ambas actividades hidi^&2 (y 
ticas es su forma de actuaciôn cuando estân présentes / 
los desoxinucleosido^ trifosfatos. La actividad exonu­
cleolitica que actûa sobre el extremo 3 ’ de la cadena 
apareada con el molde queda inhibida completamente por 
la presencia de los trifosfatos. Pero no todos los tr^ 
fosfatos que pueden enlazarse competitivamente en el 
centro activo de la enzima inhiben la acciôn nucleâsi­
ca sino sôlo aquellos complementarios de la cadena mol_ 
de, necesarios para la polimerizaciôn, Igualmente, los 
anâlogos de los trifosfatos que enlazan competitivamen^ 
te en el centro activo de la enzima y que inhiben la p^ 
limerizaciôn no inhiben la acciôn nucleâsica 3' 5 ’,
Es decir, es necesario que el trifosfato establezca y 
mantenga un complejo efectivo de polimerizaciôn con la 
cadena molde y el extremo de la cadena iniciadora, pa- 
"ra inhibir esta acciôn nucleâsica^^^^^, Un tercer reque 
rimiento para la protecciôn del extremo 3 ’ a la acciôn 
nucleâsica es que el nucleotido terminal présente su ba 
se apareada con la del molde. Si el extremo no estâ apa_ 
reado, se produce la hidrôlisis hasta que el nuevo nu­
cleotido extremo présente apareamiento con el molde, m^ 
mento en el cual se inicia la polimerizaciôn^^^^^. Esto
indica que la enzima no cataliza la polimerizaciôn sobre 
un extremo 3 ’ que no este apareado a la cadena molde, y 
que necesita que se éliminé previamente a los nucleoti­
dos del extremo 3' no apareados por la acciôn exonuclea­
sica.
En cambio, la actividad exonucleolitica que actûa
sobre el extremo 5* aparece muy incrementada por la pre-
Cl99 )sencia de los desoxinucleosidos trifosfato Anâlo­
gamente al caso de la ôtra actividad exonucleolitica,
se requieren los trifosfatos necesarios para la polime- 
(17 4)riz.aciôn . Cuando se utiliza como extremo iniciador
las roturas simples producidas en el DNA por tratamien­
to con DNasa pancreâtica, las c inet icas de degradaciôn 
coinciden con las de sîntesis; en cambio, en ausencia
de la sîntesis, la velocidad inicial de hidrôlisis es
• * , . (149)unas veinte veces mas bag a
La actividad exonucleolitica de la enzima que a^ 
tûa sobre el extremo 5 ’ produce una caracterîstica mez­
cla de mono y oligonucleotidos en la degradaciôn de sus­
tratos de doble cadena, con la caracteristica de que la 
distribuciôn de productos no viene afectada por la exteii 
siôn de la hidrôlisis del sustrato ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ . Sin embar­
go, esta actividad hidrolitica no puede actuar como una 
endonucleasa puesto que existe un limite para el tamano 
de1 oligonucleotide que puede l i b e r a r ^ ^ ; as i , puede
eliminar dimeros de timina en oligonucleotides de 4 a 8
Cl 3 )residues de longitud , pero la probabilidad de elimi 
naciôn de olignucleotidos mayores es muy bag’a. No se co 
nocrô~el mecanismo por el que se pueden liberar esos oli 
gonucleotidos de diferentes tamafios. La utilizaciôn en 
estos estudios del fragmente pequeno procedente de la pr^ 
teolisis de la Polimerasa, ha eliminado la validez de la 
interpretaciôn dada para la enzima intacta de orienta- 
ciôn del extremo de 1 nucleotido terminal en el centro de
polimerizaciôn para la liberaciôn preferencial del di-
(37 174)nucleotido terminal * .. Parece mas aceptable la
hipôtesis de que los movimientos de la cadena con ex­
tremo 5 ’ a travês de 1 centro activo permiten romper ein 
laces fosfodister subterminales con frecuehcia~ciëcfe- 
ciente, de manera que la distribuciôn de productos se 
explicarîa simplemente si se fija una probabilidad de 
rotura para cada enlace y se supone que la frecuencia 
con que se produce un oligômero de n monômeros es n
veces la probabilidad de que no se rompan los enlaces
Cuandc 
(149)
precedentes (1 - p )^  ^, de t al manera que o, n se ii—
çrementaj,a fracciôn disminuye râpidamente
Como la distribuciôn de frecuencias de los ol^ 
gômeros se mantiene durante la hidrôlisis asociada a 
la sîntesis, es posible creer que esta actividad hidro 
lîtica es una parte integral de la funciôn enzimâtica 
y puede ser asociada "in vivo" con la funciôn de repa 
raciôn de regiones alteradas de DNA, resistentes a la 
hidrolisis, las cuales son eliminadas como oligonucleo
I . (200)tidos y reemplazadas
La acciôn hidrolîtica que actûa sobre el extrè 
mo 3* produce mononucleotides con un grupo fosfato en 
5*. Esta acciôn hidrolitica de la enzima requiere que 
el extremo 3 ’ sobre el que actûe p o s e a un grupo hidro­
xilo, ya que los sustratos que poseen un grupo fosfato
en posiciôn 3 ’ son resistentes a la hidrolisis desde 
(19 8)ese extremo , Este requerimiento anâlogo al de la
actividad polimerizante, el no haber sido posible sep^ 
rar esta actividad de la polimerizante y la existencia 
de un solo sitio de enlace en la enzima para el DNA, han 
sugerido que ambas actividades ocurren en el mismo ceii 
tro activo. Beyersman y c o l a b o r a d o r e s ^ ^ ^  han dado prue 
bas cinéticas para ese sitio comûn. Esto llevarîa a la 
idea de dos formas para el complejo DNA-enzima; una, con
el extremo de la cadena iniciadora apareada a otra cade­
na Cmolde) que podrîa conducir bien a la incorporaciôn 
de1 trifosfato bien al ataque por pirofosfato, y otra
forma en la que el extremo 3* no se présenta apareado y
(16 7)que séria solo evolucionable hacia hidrolisis
Para justificar la actuaciôn simultânea de poli­
merizaciôn e hidrôlisis en los extremos correspondientes 
de una rotura simple en,una molêcula de DNA se ha supue^ 
to que el sitio para la actividad exonucleâsica actuando 
sobre el extremo 5* esté orientado relative al de la po­
limerizaciôn para permitir a una sola enzima sintetizar 
e hidrolizar s i m u l t â n e a m e n t e ^ ^ ^ . Otra posibilidad que 
ha sido apuntada es que la sîntesis cause el desplaza­
miento del extremo 5' de la rotura simple para que enton_ 
ces fuese degradado por la actividad hidrolîtica de otra 
molêcula de Polimerasa; esta posibilidad séria menos pr^
bable ya que esta actividad exonucleolitica présente re-
* (14 9)
quiriendo de cadena doble para el sustrato , Los es­
tudios realizados en este sentido utilizando los fragmeii 
tos obtenidos en la proteolisis de la Polimerasa han afia^  
dido nueva luz al separar ambas actividades, hidrolitica 
y polimerizante, y al observar que mezclas de los dos 
fragmentos pueden actuar simultâneamente sobre una rotu­
ra simple, en condiciones de saturaciôn de la mezcla fren_ 
te a la cantidad de sustrato. Esto indica la existencia 
de sitios distintos para cada actividad existentes en 
trozos distintos de la cadena polipeptîdica, unidos por 
enlace suceptible a proteolisis , que puede actuar simuJL 
tâneamente en los extremos correspondientes de una rotii 
ra de una cadena polinucleotîdica.
El estudio de la acciôn de los fragmentos separ^ 
dos de la Polimerasa sugiere que la actividad exonucleo­
litica que actûa sobre el extremo 5* no es necesaria pa­
ra la polimerizaciôn, incluso cuando se utiliza como r.z^  
de un DNA con roturas simples en sus cadenas. El frag-=%
to largo de la proteolisis aunque no tiene actividad
exonucleasica sobre un extremo 5*, es completamente ca
paz para catalizar la sîntesis con un molde de doble ca^
dena con roturas simples. Se ha supuesto que, probable
mente, el fragmento largo desplaz.a la cade ha de^'ex tremo
5* al otro lado del extremo '(3*)-0H creciente por la
sint esis  ^. Se han dado mode los ^ ^  ^   ^ donde se sup^
ne tambien que la enzima intacta causa la separaciôn de
la cadena de extremo 5 ’ al desplazar la rotura simple
por efecto de la sîntesis, Estos modelos han sido pro-
puestos para justificar bien la degradacion de la cade
Cl 49 )na con producciôn de oligonucleotides , -aunque es
te modelo no aclararîa la razon para el limite aparente
de tamâfio de los oligonucleotides producidos ^  ^- ,bien
là ramificaciôn observada de la cadena de DNA durante la
sîntesis. Este ultime modelo supone que la cadena con ejc
tremo 5 ’ se desplaza por causa de la sîntesis producida
en el otro extremo de la rotura simple de una cadena de
DNA, hasta un punto en que, por razones no determinadas
en el modelo, compite con excite por la funciôn molde
atrayendo la cadena creciente para continuar como molde
reemplazando a la otra cadena; este darîa lugar a una Y
C 8 17 7)covalente en la cadena creciente *
Se han presentado modificaciones al modelo dado
Cs )poe Kornberg para explicar la hidrôlisis desde el ex
C13 ) . ~tremo 5* simultânea con la polimerizaciôn ; el obje- 
to de esas modificaciones es proponer là posibilidad de 
hidrolizar el DNA en regiones bihelicoidales donde se. 
producen una serie de resîduos no apareados , excindien- 
do oligonucleotidos conteniendo esos resîduos.
En esas modificaciones se supone un sitio para 
la actividad hidrolîtica distinto que el de polimeriza­
ciôn, y que ese sitio puede acomodar una estructura bi­
helicoidal,una de cuyas cadenas présenta un corto frag-
inento extremo sin posibilidades de apareamiento ; la acti
vidad hidrolîtica destruye el enlace internucleotidico
justo en el punto donde aparece la primera base desapa-
reada, eliminando el fragmente de nucleotides desaparea
des. Aunque experimentalmente se sabe que hay un limite
para el tamane de la cadena que se puede llegar a elimi
nar per este procedimiente, résulta dificil para les me
delos prepuestes dar cuenta de elle, supeniêndese a ese
limite per encima de les 8 nucleotides. En les modèles
C 3 8 )prepuestes para la eliminacidn de dîmeres de timina , 
la Pelimerasa requiere la acciôn previa de una endenu- 
cleasa que recenece la zona alterada, bien per la pre- 
sencia del dîmere, bien per la distorsion que este créa 
en la cadena, y produce una retura en la cadena cerca 
del d î m e r e ^ ^ ; la Pelimerasa requiere que la ex­
cision de la region alterada se realice en el lade 5 ’ 
del dîmere de timina, ya que la reparaciôn de la zona 
alterada requiere un extreme C3 *}-OH libre en el cor 
te (intreducide bien per la endenucleasa e per subsi- 
guiente actuaciôn de una fesfatasa). Si el certe esta 
muy cerca del dîmere pedrâ preducirse desnaturaciôn lo­
cal; la Pelimerasa restaura la estructura deble hélice 
adicienando nucleotides cevalentemente hasta que alcan- 
za el lade opueste de la zona alterada, en el cual la 
actividad exenucleelîtica de la enzima certa la region 
alterada eliminândela ceme un oligonucleotide. Segûn les 
modèles prepuestes, la Pelimerasa continua trasladande 
la retura simple que queda, despuês de la eliminacion 
y reparaciôn de la zona alterada, desplazandela a le lar^ 
ge de la hélice en direcciôn 5* a 3 ^ hasta que inter­
vienne una ligasa cerrande el certe, memento 'en que que-
, _ (66,202) 
da compléta la reparaciôn
El aceplamiente de las actividades pelimerâsica 
y de eliminacion de zonas alteradas en un a sela enzima 
puede tener ventajas significatives en las reparacienes 
"in vive" de lesiones de DNA; asî, per ejemple la no re
paracion a tiempo de una zona excindida llevarîa a crear 
se en el DNA un boquete con cadena sencilla que podrîa 
ser atacado en el extreme 3' per exonucleasas , producien 
do degradacion a fondo del DNA. En cambio, su actuacJLon_ 
a tiempo produce solo un corte nîtido con extremes con 
grupes exibidrile y fesfate en pesicienes 3' y 5 ’, res- 
pectivamente, del cual puede ser desplazada la enzima 
per una DNA ligasa. Pesiblemente, la extensa degradacion 
ebservada en el DNA, despues de irradiacion ultraviele- ■ 
ta, de les mutantes de E. celi faites de DNA Pelimerasa 
I, es el resultade de la preducciôn de bequetes de cade 
na sencilla durante la excision de dîmeres de timina 
per sistemas secundaries de r e p a r a c i ô n ^ ^ ^ ^ ^ .
El estudie presentade per Brutlag y Kernberg^^^^^ 
sobre la especificidad de la actividad exenucleelîtica 
que actûa sobre el extreme 3', mantiene especulacienes 
anterieres^^*^^*^^^ sobre que esta actividad pueda ser 
designada para eliminar nucleotides desapareades que han 
side incorrectamente incerperades al extreme 3* de un DNA 
biheliceidal, y actuande, per tante, ceme un "corrector 
de pruebas". Este hace que la fidelidad en la copia del 
melde sea muchlsime mayor debide a la existencia de des 
sistemas de selecciôn del aparearaiente de bases: per un 
lade la selecciob de un nucleotide concrete para la pel^ 
merizaciôn y per etre la determinaciôn de si el extreme 
creciente esta cerrectamente apareade antes de adicienar 
un nueve n u c l e o t i d e ^ ^. Es interesante censtatar que has_ 
ta ahera tedas las Pelimerasas estudiadas peseen esta ac­
tividad hidrolîtica aseciada cen la pelimerizante, le cual 
puede sehalar la importancia de esa actividad para el d^
sarrelle del precese de pelimerizaciôn dirigide per un 
(27)melde . Ceme censecuencia de la importancia de la ac^  
tividad "correctors de pruebas" de la Pelimerasa para la 
exactitud de la replicaciôn, se ha llegade a pensar que 
una alteraciôn e defecte de esta actividad podrîa causar
^ ^ • (167 ,202-206)efectos mutagenicos *
La especificidad de las acciones hidroliticas de 
la DNA Pelimerasa I y de etras exenucleasas de E. celi de- 
muestra que sen capaces de una acciôn hidrolîtica ceerdi 
nada sebre gran variedad de estructuras. Asî, per ejemple, 
la actividad exenucleelîtica de la Pelimerasa I que hidre 
liza cadenas sencillas es équivalente a la acciôn cembi- 
nada de las Exenucleasas I y III. La acciôn redundante de 
las enzimas y su naturaleza multifuncienal indica que ca- 
da una de ellas puede estar implicada en mas de un prece­
se. Esta naturaleza redundante puede asegurar la integri- 
dad del métabolisme del DNA y su carâcter multifuncienal. 
la cerrecta cedbdinaciôn de estes acentecimientes melecu- 
lares v i t a l e s ^ ^  .
1 .1.3,8 . Otras Actividades de la DNA Pelimerasa.
Ademâs de las actividades pelimerizantes e hidre- 
lîticas, la DNA Pelimerasa I de E, celi puede actuar ca^a 
lizande la pirefosferelisis de un DNA e el cambie de pire 
fesfate de un desexinucleeside trifesfate. La pirefesfero 
lisis se ha censiderade ceme inversa de la pelimerizaciôn, 
incluyende el mevimiente de cadena cencertade. El cambie 
de pirefesfate parece ser el resultade de una secuencia de 
etapas de pelimerizaciôn y pirefosferelisis repetidas suce^ 
sivamente; sin embargo, ceme la velecidad de cambie de pd^  
refesfate es censiderablemente mayor que la de pirefesfe- 
relisis, ha side sugeride que el ataque per PP^ ecurre 
prebablemente en un estade de transiciôn cerrespendiente
J T* • . ^  ( 8 )a las estapas de pelimerizaciôn
Para que se preduzca el cambie de pirefesfate se 
requiere la presencia de las cadenas melde e iniciaderas 
unidas per puentes de hidrôgene y el desexinucleeside
fosfato adecuado para aparearse con la cadena molde al 
situarse en el sitio para el trifosfato, requerimientos 
analogos a los de pelimerizaciôn. En la reacciôn de p e 
limerizaciôn, el trifesfate enlazade es atacade per el 
grupe OH situade en el extreme 3'. de la cadena iniciado_ 
ra, desplazândese el PP^ e incerperândese el nucleotide 
a la cadena creciente. La simultaneidad de la pelimeri­
zaciôn cen el cambie de pirefesfate indica que el nuclee 
tide, despuês de enlazade a la enzima, se activa de tal 
manera que facilita el cambie cen una melêcula de pire­
fesfate inergânice, Ya que les requerimientes para el 
cambie son les mismes que para la pelimerizaciôn, se ha 
pestulade^^^^^ que el nucleotide activade esta cevalen- 
temente unide a la cadena iniciadera e proximo a un es­
tade cevalente; este nucleotide activade puede entences 
ser eliminade per ataque cen pirefesfate, adicienarse 
etre nueve nucleotide y asî centinuar el cicle dande lia 
gar al cambie de pirefesfate en les nucleotides.
En la pirefosferelisis de 1 DNA hay tambiên ata­
que per pirefesfate inergânice sebre el nucleotide termi 
nal del extreme 3 ’ de la cadena iniciadera. Se requiere, 
al igual que para la pelimerizaciôn, que el nucleotide del 
extreme 3 ’ de la cadena pesea un grupe OH libre y su base 
este apareada cen alguna de la cadena melde^^^^^. Despuês 
de destruide el enlace internucleotîdice, la Pelimerasa 
enlaza en el nueve extreme 3 ’ liberade, centinuando asî 
la degradacion de la cadena.
1.1.3.9. Modèles para la pelimerizaciôn.
>
Les modèles que han side describes para justifi- 
car las caracterîsticas de la pelimerizaciôn de DNA depen_ 
den crîticamente de la estructura pestulada para el DNA 
que actûa de melde.
El modelo mas simple lo constituye la restaura-
ciôn de un DNA biheliceidal en una zena de cadena senci
lia preducida, per ejemple, per hidrôlisis cen Exenuclea 
(182)sa III . El precese puede ser el siguiente: el tri­
fesfate se enlaza adyacente al grupe OH del nucleetide 
terminal del extreme 3' de la cadena iniciadera y se 
orienta de tal ferma que puede presenter contacte direc 
te y fermer un par de bases cen la cadena melde. Cuande 
se ha fermade el par de bases correcte, se produce un 
ataque nucleefilice del grupe C3’ ).-0H del extreme cre^ 
ciente sebre el fesfate a del trifesfate. En la mayor 
parte de les modèles pestulades ha side supueste que el 
mevimiente de la cadena relative a la enzima es simultâ 
nee cen la fermaciôn de1 enlace dister. Cuande el extr^ 
me iniciader pierde su grupe C 3 M - 0 H  'per transferma- 
ciôn dentre del enlace internucleotîdice, se pierde la 
union al sitie para el extreme iniciader. A travês de 
un mevimiente de la cadena entera se reemplaza el extre^ 
me iniciader per el nucleetide adicienade, que tambiên 
pesee un grupe terminal C3 ^ )-O h ., permaneciende en el 
sitie dispueste para el ataque de etre trifesfate y adi^
ciôn de un nueve nucletide. Este medele e anâlege puede
Cl7 8 )ser aplicade a tedas las Pelimerasas estudiadas
La pelimerizaciôn sebre un DNA de cadena senci­
lla depende de la pesibilidad de fermaciôn de zonas bi- 
heliceidales en el extreme 3 ’, de forma que esta sirva 
de extreme iniciader para la copia del etre extreme de 
cadena^^^^. En el case de que el extreme 3 ’ ne este apa 
reade, la acciôn hidrolîtica de la enzima que actûa so­
bre '"êi extreme 3 ’ élimina tedes les nucleotides ne apa- 
reades. Cuande la enzima alcanza la regiôn apareada, cam 
bia su direcciôn de mevimiente y cemienza la incerpera-
ciôn de nucleotides hasta que la cadena creciente iguala
(2 7)
a la cadena melde
La copia de un DNA circular de cadena sencilla
requiere un oligonucleotido para actuar de extremo ini-
ciador, apareândose a un fragmente del anille, siende
eliminade pesteriermente per la acciôn exenucleelîtica
(147 172)de la Pelimerasa que actûa sebre el extreme 5 ’ *
El oligonucleotide apareade a la cadena circular crece 
per acciôn de la Pelimerasa cepiande a la cadena circu­
lar hasta que encuentra al etre extreme del oligonucleo­
tide inicial, memento en que actûa la actividad hidrelî- 
tica de la enzima sebre ese extreme 5* y se preducen las 
des accienes simultâneamente: pelimerizaciôn desde el ex
treme 3’ y eliminaciôn de la cadena sintetizada desde el
(172 208)extreme 5?; el medele presentade ’ ne prevee la
detenciôn de estas actividades simultâneas, a ne ser que
se anada una ligasa que enlace les extremes 3 ’ y 5 * prô
ximes, dande lugar a una deble cadena circular compléta,
estructura que résulta inerte frente a la DNA Pelimera- 
C8 ,207)sa
Ceme hemes diche al cementar la uniôn DNA-enzima ,
un DNA deble heliceidal intacte, tante lineal ceme circju
lar, ne puede ser utilizade ceme melde per la Pelimerasa
I ; la enzima puede enlazarse al extreme 3' de una de 1 = s
cadenas del DNA lineal, pere, sin embargo, ne puede ca^a
lizar la adiciôn de nueves nucleotides al carecer de una
cadena melde que dirija la incerperaciôn, ya que la c = z^
na cemplementaria ne se extiende mas alla que el extre-r
iniciader. Este resultade ha side cenfirmade experimenta_l
mente cen DNA de fage T7 cuidadesamente aislade para
(209 )tar teda retura interna . Per tante, el medele
nal Watsen-Crick, para la replicaciôn de un DNA deble 
liceidal lineal desde une de sus extremes, ne puede 3er 
aplicade a la acciôn de la Pelimerasa "in vitre", aln 
ra una de las cadenas. Sin embargo, cuande esas estr_3t^ 
ras biheliceidales presentan una excisiôn en una de les 
cadenas, le que venimes deneminande una retura sir.rle. d£ 
jande libre un grupe OH en pesiciôn 3' , es pesible le zz_
l i m e r i z a c i ô n ^ ^, La mayor parte de les modèles de poli 
merizaciôn prepuestes para la Pelimerasa I supenen que 
el centre active de la enzima enlaza al DNA en una retu­
ra simple, basândese en dates expérimentales que llevan 
a cencluir que la intreducciôn de escisienes dentre de 
las cadenas del melde per tratamiente cen DNasa pancrea- 
tica incrementa la pelimerizaciôn linealmente en preper- 
ciôn al numéro de certes y que tedas las meleculas de 
DNA deble heliceidales son igualmente activas cuande se
expresa su actividad ceme melde ceme el numéro de resî-
. .  ^  ^ (149,171)dues incerperades per cada escisien preducida
Ceme hemes cementade anteriermente, el creci-
miente de la cadena en una de las escisienes per exten_
sien del extreme 3 ’ debe llevar censige desplazamien-
te e eliminaciôn del etre extreme preducide per la es-
cisiôn. Ceme el crecimiente de la cadena esta acempaha^
de inicialmente per una acciôn hidrolîtica, de ferma
que la extensiôn de la sîntesis suele igualar a la de 
(211)hidrelisis , se ha pestulade en estes modèles de p^
limerizaciôn que la acciôn exenucleelîtica de la Pelim^ 
rasa que actûa sebre un extreme 5' hidreliza la cadena 
al etre lade del certe, per le que la actuaciôn simul- 
tânea de las actividades pelimerizante e hidrolîtica d^ 
rân lugar a la traslaciôn de la retura simple a le lar­
ge de la cadena. En algunes modèles se postula que en 
las ûltimas etapas se interrumpe la hidrôlisis de la c^ 
dena cen extreme 5 ’, preduciéndese exclus ivamen te la sîin
tesis. Ne esta clare este ûltime mécanisme, pere puede
( 14 9 )
dar lugar a un desplazamiente de la cadena
Al igual que en el case del, DNA circular, el des^ 
plazamiente de la retura simple, debide a la acciôn cem- 
binada pelimerizaciôn-hidrôlisis, puede ser interrumpi- 
de per la actuaciôn de una DNA ligasa uniende les extre­
mes 3 ’ y 5 ’ del certe, Pere si ne esta présente esta ul­
tima enzima, ningûn medele tiene prevista la interrupcic:
de la traslaciôn de la escisiôn mientras existe cadena 
molde que copiar, lo cual lleva consigo que el corte se 
desplazarîa hasta que se enfrente a otra rotura simple 
en la cadena antiparalela o hasta el extremo de la cade 
na en el caso de que no existiera ninguna escisiôn eh 
la cadena molde. Sin embargo, los datos estimados de la 
escisiôn de dîmeros de timina "in vivo" indican que se
reemplazan de 20 a 50 nucleotidos por cada dîmero de ti
, (212,213,240). n - j -,minaeliminado ’ . Segun el modelo que hemos
comentado para la eliminaciôn de zonas alteradas en las
cadenas de DNA (pag. ,\v ), este numéro depende de la dis^
tancia que la Polimerasa traslada el corte antes de que
sea desplazada por la ligasa.
En las especulaciones que se han llevado a ca- 
bo sobre el papel de la DNA Polimerasa I de E . coli en 
la replicaciôn cromosômia, se han propuesto modèles que 
intentan justificar la participaciôn de esta enzima en 
la replicaciôn. Los cromosomas bacterianos son estruc­
turas circulares bihelicoidales. Los modelos se basan 
en que cuando estân intactes , son inertes a la replica 
ciôn; la intreducciôn de roturas simples posiblemente 
en un sitio especîfico, pondrîa en marcha la replica­
ciôn. Los modelos suponen que la Polimerasa enlaza en 
la escisiôn preducida en una de las cadenas y se produ 
ce la replicaciôn por extensiôn cevalente de 1 extremo 
3'. El extremo 5 * de la escisiôn puede ser degradado en 
alguna extensiôn por la acciôn nucleâsi'ca que actûa so­
bre el extremo 5* o bien desplazado, quedando dispueste
para un ataque posterior. La fijaciôn en algûn sitio de 
(139 214)la membrana ’ puede faciliter el desplazamiente
y preservaciôn de la cadena de extremo 5'. La replica­
ciôn se produce entences durante alguna distaiicia, gi- 
rando a continuaciôn hacia la cadena que habîa side des 
plazada, que actûa entences de molde, formândose de es­
ta forma una horca (Y). Esta Y asî formada se puede
.; eliminar por acciôn de una endonucleasa. La repet^
cion de esta secuencia llevarîa a la producciôn de peque
nas piezas; de DNA cerca de la Y de la replicaciôn. Tales
(57)piezas han sido aisladas por Okazaki et al. en la r^
giôn de la replicaciôn o cerca de ella. Se postula que 
los trozos pequefios de DNA podrîan ser empalmados por una 
ligasa. Si este esquema,fuese esencialmente correcto ex- 
plicarîa como una enzima, replicando exclusivamente en 
direcciôn 5 ’ a 3 ’, podrîa copiar, incluso casi simultâ- 
neamente las dos cadenas de polaridad opuesta. Sin embar
go, este modelo esta en contradicciôn con datos experi-
^ , (215,216) . T.mentales que sugieren una replicaciôn secuencial
y simultânea de las dos cadenas y con los modelos de re-
^ (217-231)plicacion bidireccional propuestos , aunque en
aspectos aislados présente acuerdo con la experimentaciôn 
(232-239)
Aunque, como hemos comentado ya anteriormente , no 
hay ideas claras sobre cuales pueden ser las enzimas im- 
plicadas en la replicaciôn cromosômica, no parece que 
las propiedades y caracterîsticas de la DNA Polimerasa 
I de E.coli sea la enzima idônea para los modelos de re­
plicaciôn existantes. En cambio se le ha dado un papel 
prépondérante en modelos de reparaciôn de zonas altera­
das de DNA^^^* 34,240,241)^ Los modelos de reparaciôn 
que han sido propuestos son esencialmente anâlogos al ya 
comentado para la liberaciôn de dîmeros de timina (pag.
39
I.1T3.10. Iniciaciôn de cadenas.
El hecho de que la DNA Polimerasa I de E . coli 
se diferenciase de las Polimerasas inducidas por fagos 
en su posibilidad de utilizer segmentes lineales de DNA 
doble helicoidal, hizo que se diese por supuesto que la
enzima de E. coli podrîa iniciar cadenas de DNA "de no 
vo" a partir del extremo 3^^236)^ gin embargo, se ha 
comprobado que esta suposiciôn inicial fué errônea y 
que ninguna de las Polimerasas conocidas puede utilizar 
un DNA doble hélice intacte como molde, siendo bLncapa- 
ces de iniciar la sîntesis desde los extremes, sin la 
presencia de un extremo iniciader.
Las experiencias realizadas con DNA de fago de
cadena circular sencilla son concluyentes en este sen-
tido, y asî, no se puede iniciar su replicaciôn sin el
requerimiento de un oligonucleotide iniciader, que,
cuando esté présente en cantidades limitantes contrôla
la pelimerizaciôn haciéndola proporcional al numéro de
oligonucleotides présentes aûn despuês de tiempos de in
( 8 27)cubaciôn largos * permitiendo que todos los anillos
pasasen a estructuras dobles solo cuando el oligomero 
estaba en cantidades suficientes.
Ademâs, si pudiese ocurrir la iniciaciôn de las 
cadenas, el primer nucleetide incorporado conservarîa 
los grupos fosfatos 3 y y de 1 desoxinucleotido inicial, 
ya que el grupo trifosfato de 1 primer nucleetide no it^  
tervendrîa para nada en la pelimerizaciôn. Si la inicia 
ciôn fuese posible, se podrîa forzar la iniciaciôn de la 
sîntesis con un desoxinucleosido monofosfato, como q c u -
rre con la RNA Polimerasa. Sin embargo, los datos obte
3 2 ~nidos utilizando 3 - y -P-trifosfato con"la Polimerasa I
de E. coli no hacen pensar en iniciaciôn de nuevas ca­
denas,, aunque este podrîa ser achacado al alto nivel de 
actividad exonucleâsica que tiene. Expérimentes anâlogos 
realizados con la Polimerasa de M. lutens , que contiene 
un bajîsimo nivel de actividad exonucleasica siobre ex­
tremes 5 ’ , indican que el DNA sintetizado no contenîa 
extremes trisfosfato. Por otro lado, los estudios de in^ 
ciaciôn de pelimerizaciôn con monofosfatos demostraron
que la Polimerasa no puede usar monofosfatos para ini­
ciar la sîntesis sino que es necesaria la existencia pre 
via de oligonucleotides. La longitud minima de cadena n_e 
cesaria para que se inicie la sîntesis no ha sido deter- 
minada pero es mayor que un mononucleotide.
De todo lo que venimos comentando podemos entre 
sacar las razones que nos han inducido a utilizar esta 
enzima, la DNA Polimerasa I de E. coli, para nuestro es 
tudio estructural de la alteraciôn preducida por las ra 
diaciones ionizantes sobre el DNA. El peffecto conoci- 
miento que existe actualmente sobre los mécanismes de 
las diferentes actividades que présenta esta enzima asî 
como de sus requerimientos para actuaciôn, hacen que sea 
un instrumente apte para ese estudio.
Recientemente se han encontrado varias aplicacio 
nés a la utilizaciôn de esta enzima como instrumente pa­
ra el estudio de DNA, como, por ejemple en el anâlisis se 
cuencial de DNA^^^^"^^^),
1.2. DEGRADACION RADIOLITICA DEL DNA.
Considérâmes interesante para nuestro estudio ré­
viser algunos aspectos conocidos sobre el tipo de altera­
ciôn que expérimenta el DNA como censecuencia de su inte- 
racciôn con las radiaciones ionizantes. Mas que en el me- 
caiiTsmo de degradacion por el cual se produce la perdida 
de peso molecular, -perfectamente conocido y para el cual 
se han propuesto m o d e l o s ^ , creemos conveniente cen­
t r â m e s  en la estructura de la alteraciôn local preducida 
en la macromolêcula por efecto de su irradiaciôn en solu- 
ciôn acuosa.
En este sentido, comentaremos aquî solamente al 
gunos puntos que nos permitan establecer la naturaleza 
del agente active de las radiaciones cuando se irradian 
soluciones acuosas, como este actua sobre los componen- 
tes de1 biopolîmero, que tipo de alteraciôn produce so­
bre elles y de que manera esta puede repercutir sobre la 
macromolêcula.
1.2.1. RADIOLISIS DE SOLUCIONES ACUOSAS.
En la interacciôn de las radiaciones electroma^ 
nêticas ionizantes con la materia, la transferencia de 
energîa se produce siempre, independientemente de la na 
turaleza de aquellas, por un mécanisme de interacciôn de 
la materia con particules cargadas dotadas de alta ener- 
gia cinêtica, originadas por efecto del fotôn.
Segûn la expresiôn de Bethe-Bloch^^^^^, la ener- 
gia transferida en la interacciôn depende, en primera 
aproximacion, de la densidad de electrones por unidad de 
volumen del material de que se trate. El fenômeno presen 
ta, por tanto, un efecto mâsico, quedando desprovisto de 
especificidad a nivel molecular.
Para el caso de soluciones acuosas de DNA, donde 
las diferentes especies atômicas que los constituyen pre 
sentan muy poca diferencia en nûmero atômico, tampoco se 
puede hablar de especificidad atômica, a no ser que la 
transferencia de energîa tuviese lugar con los âtomos de 
fôsforo, en los que la probabilidad de transferencia ap^ 
rece un poco incrementada frente los âtomos de carbono, 
hidrôgeno u oxîgeno.
Por tanto, y en primera aproximaciôn , se puede 
decir que una soluciôn auosa de DNA se comporta como un
material homogêneo y que la probabilidad de absorciôn de
energîa, y por tanto de transformaciôn de una molêcula
de una especie. depende de su proporciôn en peso respec-
to a las otras especies existentes en la soluciôn irra-
diada.
En los estudios expérimentales de radiolisis de 
soluciones acuosas de DNA normalmente suelen irradiarse 
soluciones muy diluidas ya que, debido a la gran visco- 
sidad intrînseca de las soluciones de esta macromolêcu­
la, solo se puede hablar de homogeneidad en la soluciôn 
cuando se tienen concentraciones inferiores a algûn mg/ 
/ml. Por tanto, en las condiciones expérimentales uti- 
lizadas normalmente, el DNA sera un componente minorita^ 
rio, ya que représenta menos del 0,1% en peso frente al 
otro componente de la soluciôn, el agua.
Al tener esto en cuenta, queda claro que la in­
teracciôn de la radiaciôn ionizante ocurrirâ principal- 
mente con las molêculas de agua, ocasionando su radioli 
sis. La transformaciôn de las molêculas de DNA se debe- 
ran a una acciôn indirecta de la radiaciôn, ya que serân 
producidas en su mayor proporciôn por reacciôn con los 
productos de la radiolisis de las molêculas de agua. Con 
esto no se pretende excluir la posibilidad de existencia 
de mécanismes de interacciôn directs entre las radiacio^ 
nés ionizantes y las macromolêculas, sino solo admitir 
que la probabilidad de esos procesos de interacciôn di­
rects es muy pequena.
_  , aceptar estas consideraciones , la acciôn de
las radiaciones ionizantes sobre cualquier biopolîmero 
en soluciôn diluîda se puede interpreter a travês del 
conocimiento de las especies radiolîticas primarias del 
agua y de sus reactividades correspondientes frente al 
biopolîmero.
En el esquema presentado en la Figura 1 extraî- 
do de un trabajo de revisiôp de las especies radiollti- 
cas producidas en el agua^^^^^, aparecen representadas 
las distintas posibilidades de reacciôn que se pueden 
presenter a las especies radiolîticas primarias'. ~
En el acto primario de la ionizaciôn con las mo
lêculas de agua se produce el radical-iôn postulado por
(252 253) +
Weiss ’ , HgO , cuya existencia es extremadamente
corta^^^^^, ya que desaparece en menos de 10 ^^ segun-
dos al reaccionar con las molêculas de agua segûn la
reacciôn
HgO* + HgO ------------- + OH"
originando una especie reactiva oxidante astable y suma 
mente activa, el radical OH*.
Otra posibilidad de desapariciôn del radical-iôn 
HgO* es por colisiôn con la otra especie primaria origi- 
nada en la ionizaciôn, el electron dotado de alta ener­
gîa cinêtica. La recaptura del electrôn por su iôn geme^ 
lo HgO da lugar a molêculas de agua en estado excitado 
que pueden disociarse dando origen a radicales OH*, co­
mo los ya descritos an ter iormente, y a una especie reduc^ 
tora, el radical H*.
Por su lado, el electrôn originado en la io^niza^
ciôn del agua, dotado de alta energîa cinêtica, puede
comportarse como partîcula ionizante frente a nuevas mo^
lêculas de agua, mientras su energîa cinêtica sea sufi-
cientemente alta para ello, Cuando su energîa cinêtica
disminuye , puede darse bien la recombinaciôn iônica con
el HgO* que hemos descrito anteriormente , o bien su te^
malizaciôn por deslocalizaciôn entre un cierto nûmero
de molêculas de a g u a ^ ^ ^ ^ \  Esto ûltimo da lugar al
electrôn solvatado, e . El electrôn hidratado reaccio
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na con los hidrogeniones.H^O existentes previamente a 
la irradiacion, si se trat'a de soluciones acidas , o ra 
dioinducidas en ellas , en. los demas casos, de acuerdo 
con la reaccion:
e~ + 0*  ► H„0 + H'
aq 3 2
dando lugar al radical H*, la unica especie reductora 
con vida media suficientemente larga como para poder 
reaccionar con los solutos. En medio alcalino esta reac 
ciôn queda inhibida, puesto que compite con ella la 
reaccion de neutralizacion, de constante de velocidad 
aûn mas alta, por lo que la especie reductora estable 
en este caso es el electron hidratado.
Los electrones solvatados reaccionan con el oxi 
geno molecular disuelto en la soluciôn, dando lugar a 
radicales-iones hidroperoxidos, de acuerdo con la reac 
ciôn ;
S q  + °2  ' °2
o a SU radical conjugado, el hidroperoxido:
O” + H"*"  HOg.
radical al que tambiên se llega por reaccion del oxîge­
no molecular con la otra especie reductora posible, el 
radical H . :
H- + Og   ^ HOg'
La via de estabilizacion de este radical suele 
ser su recombinaciôn con otro radical hidroperoxido, 
dando lugar a hidroperoxido de hidrôgeno y oxîgeno mo­
lecular :
2 HOg'  --- •• HgOg + 0^
Las reacciones del electron solvatado con los hi 
drogeniones , H^O*, y con el oxîgeno presente en la solu- 
cion son reacciones sin barrera de energîa de activaciôn, 
controladas solo por la velocidad de difusiôn de las espe^ 
cies reactivas. La via de evoluciôn de los electrones sol 
vatados radioinducidos depende, por tanto, de las concein 
traciones existentes en la soluciôn de oxîgeno molecular 
y de hidrogeniones.
Podemos resumir de lo que venimos comentando que , 
salvo que la soluciôn haya sido desgasificada antes de 
irradiar, las especies reductoras H. y electrôn solvata­
do desaparecerân por reacciôn con el oxîgeno disuelto, 
dando lugar a los radicales 0^ o HO^* segûn el pH de la 
soluciôn. Sin embargo, tanto la concentraciôn de oxîgeno 
molecular como el pH no afectan a la naturaleza de la es 
pecie reactiva oxidante, que siempre sera el radical OH.
Se puede resumir en la Tabla 1 Cprocedente del 
citado trabajo de r e v i s i ô n ^ ^ ^ ) las especies radicales 
inducidas por las radiaciones ionizantes en el agua, s^ 
gûn cuales sean las condiciones de pH y presencia o no 
de oxîgeno molecular en la soluciôn.
TABLA 1
ESPECIES RADICALES PRIMARIAS
Ausencia de 0^ Presencia de 0^
MEDIO ACIDO H« OH- HO^* O H •
MEDIO NEUTRO e" H- OH- 0%- OH"aq 2
MEDIO ALCALINO e" OH- O " - OH -aq 2
Como el radical hidroperoxido tiene baja reac- 
tividad frente a los solutos organicos y no puede com- 
petir con el sistema mucho mas oxidante constituîdo por 
el radical siempre que la soluciôn se irradie
sin una desgasificaciôn previa, la unica especie radi­
cal verdaderamente activa sera la constitulda por los 
radicales OH*. Esta es una simplificaciôn muy importan 
te que permite una mas facil interpretaciôn del mecanis^ 
mo a travês del cual se produce la degradaciôn radiolî- 
tica del soluto ya que hay que tener en cuenta solo su 
reactividad frente a una sola especie radical.
1.2.2. RADIOLISIS DE LOS COMPONENTES DE ACIDOS NUCLEI
COS .
El radical OH. suele presentar tres mécanismes 
tîpicos de reaccion dependiendo de la naturaleza de las 
molêculas de soluto con las que interacciona, pasando 
en cualquiera de ellos a su forma estable reducida, el 
iôn oxihidrilo, OH . Esta reacciôn redox présenta un po^  
tencial oxidante muy alto.
De los mécanismes de reacciôn del radical OH*:
al reducciôn por transferencia electrônica, su 
mécanisme normal con los iones inorgânicos en 
general,
b) la reducciôn por transferencia de âtomos de 
hidrôgeno, mécanisme de reducciôn tîpico del 
radical OH* con los solutos orgâiiicos satura^ 
dos ,
cl reducciôn por adiciôn a insaturaciones , su me^  
canismo de reacciôn con molêculas que poseen 
insaturaciones olefînicas,
queremos destacar el primero, porque constituye la base 
del sistema de dosimetrîa que hemos utilizado en la va- 
loraziôn de la dosis de radiaciôn y absorbida por las so^  
luciones de DNA, y comentar con algûn detalle el ûltimo, 
por ser el que se produce en su reacciôn con los compo- 
nentes de los âcidos nucleicos.
La observaciôn del esquema presentado en la Fi­
gura 2, extraîdo igualmente de la revisiôn citada^^^^^, 
nos permite comentar el mecanismo mas importante de ac­
tuaciôn del radical OH» sobre las bases componentes de 
los âcidos nucleicos. El radical se adiciona a un doble 
enlace de la base dando lugar a un radical hidroxideri-
vado cuya evoluciôn posterior depende de las condiciones 
( 25 7)de 1 medio . E n  esta figura se esquematizan algunas
de las rutas de reacciôn que son posibles para el radi­
cal hidroxiderivado formado al producirse la adiciôn de 
un radical OH* al doble enlace 5, 6 de una pirimidina.
Estos radicales pueden recombinarse regenerando 
el doble enlace, pero en presencia de un gran exceso de 
radicales OH*, el radical hidroxiderivado de la pirimi­
dina formado adiciona un segundo radical OH* dando lu­
gar a un glicol, que puede eventualmente evolucionar per_ 
diendo una molêcula de agua y produciendo isobarbitûri- 
cos. Si en la soluciôn existe oxîgeno molecular disuel­
to, el radical hidroxiderivado de la pirimidina evolucio 
na hacia la formaciôn de un hidroxihidroperoxiderivado. 
Este es el caso de mayor simplicidad de reacciôn. De to- 
das formas, aun en presencia de oxîgeno en la soluciôn, 
estos hidroxihidroperoxiderivados no pasan de ser produc 
tos radioinducidos mayoritarios, pero no son nunca exc^u 
sivos. Concretamente, y a partir del rendimiento radiol^ 
tico de destrucciôn de pirimidinas y de el de producciôn 
de aquellos derivados , se deduce que estos ûltimos repre 
sentan del orden de la mitad de todos los productos ra-
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d i o i n d u c i d o s ^ \  No existe un criterio unico en la pos 
tulacion de los otros derivados posibles y menos aûn de 
los mecanismos posibles que les pueden dar lugar por ata 
que del radical OH*.
La situacion es todavîa mas confusa en lo que res 
pecta a la radiolisis de las purinas. Parece, , sin embar^ 
go, establecido que en este caso el radical OH', en pre­
sencia de oxîgeno molecular en la Soluciôn, se adiciona 
al doble enlace internuclear, dando origen, por posterior 
adiciôn de oxîgeno, a un radical hidroxihidroperoxidoderi
vado^259,260)_
En cuanto a si hay diferencias de reactividad fren 
te al radical OH* entre las bases pûricas y pirimidînicas , 
tampoco existen datos concluyentes. Mûchos de los valores 
dados en la literatura para las constantes de velocidad 
de reacciôn para la oxidaciôn de las bases componentes del 
DNA por el radical OH* son del mismo orden de magnitud, 
tanto si se encuentran en forma de bases libres como si 
estân en forma de nucleosidos o nucleotidos. Sin embargo, 
se ha querido reconocer diferencias de reactividad entre 
bases pûricas y p i r i m i d î n i c a s ^ \  En apoyo de esto ûl­
timo estân los datos obtenidos ûltimamente en el labora- 
torio de Biofîsica de la J.E.N. , los cuales dan, en las 
condiciones expérimentales que venimos comentando, una 
diferencia de reactividad de 2 a 2.5 veces entre bases 
pûricas y pirimidînicas.
Si existiesen realmente diferencias de reactivi- 
^aTT"entre las bases frente a un ataque del radical, esto 
se pondrîa de manifiesto en un ataque preferencial del 
radical en puntos concretos de la macromolêcula. Sin em­
bargo, el que el biopolîmero présente un nûmero muy gran^ 
de de bases hace que la distribuciôn de estas sobre la 
macromolêcula de DNA puede considerarse como al azar des_
de el punto de vista macromolecular; como, ademâs, la 
distribuciôn de radicales la podemos considerar homoge- 
nea, podemos llegar a la conclusiôn de que el ataque ra^  
dical tiene lugar en un punto al azar de la molêcula.
1.2.3. ESTRUCTURA QUIMICA DE LA RUPTURA SIMPLE RADIO-
INDUCIDA.
El que no exista un conocimiento completo de los 
productos de radiolisis incluso en el caso mas simple de 
las bases libres, junto con la evidencia de que existe 
un sistema complejo de reacciones competitivas con fuer- 
te dependencia de la concentraciôn y del intervalo de do_ 
sis, hacen que no estên claros los mecanismos por los que 
se produce la alteraciôn radioinducida, de que forma se 
afectan las bases , hasta que punto estas quedan altera­
das y de que manera su destrucciôn puede afectar tanto a 
la continuidad de la propia cadena polinucleotîdica como 
a la de un DNA que se sintetizase actuando ella de molde.
Los datos expérimentales extraidos de la litera­
tura parecen indicar que, al menos en el caso de 1 hidro- 
xihidroperoxi-derivado de la timina, la saturaciôn del 
doble enlace 5,6 por adiciôn del radical OH* no necesa- 
riamente induce a la hidrôlisis del enlace N-glucosidi- 
c o , que, en el caso de formar parte la timina de un nu- 
cleosido o un nucleotido, aparece estab-lecido entre el 
nitrôgeno 1 de la pirimidina y el carbono 1 ’ de la de- 
soxiribosa, Estos datos son de extremada importancia pa^  
ra la interpretaciôn del mecanismo de ruptura internu- 
cleotîdica. Por otra parte, se ha comprobado que los h^ 
droxihidroperoxi-derivados de la timina permanecen uni- 
dos a la cadena polinucleotidica en el caso de irradia
ciôn de DNA, por lo que son precipitables en medio âci-
(262 )do a partir de la soluciôn irradiada . Segûn estos
datos j parece que no existe necesariamente una relaciôn 
causa-efecto entre la alteraciôn inducida por las radi^ 
clones en las bases y la producciôn de roturas internu­
cleot îdicas .
Si las bases no son responsable , al menos en su 
mayor parte , de las rupturas internucleot îdicas observa^ 
das en la degradaciôn radiolîtica de DNA, estas pueden 
ser atribuibles a alteraciones en el azücar o a ataques 
directes al enlace fosfodister. De los datos recogidos 
de la literatura parece desprenderse una gran importan­
cia, en lo que a interpretaciôn mecanîstica de la ruptu 
ra internucleot îdica se refiere, de 1 ataque de la desox_i 
rribosa por las especies radicales.
El azûcar es atacado tanto por el radical reduc 
tor, para el cual la desoxifribosa présenta muy baja reac 
tividad^^^^\ como por la especie oxidante, el radical 
OH*. Esta ultima reacciôn se encuentra evidenciada, en 
el caso de nucleotidos, por la liberaciôn de ortofosfato 
inorgânico, que no tendrîa lugar si el ataque radical tij 
viese lugar en la base, tanto en el caso de que de esa 
forma se labilice el enlace N-glucosîdico como en el con 
trario.
La relaciôn entre los rendimientos radiolîticos 
de destrucciôn de bases y del azûcar induce a decir que 
el o el de los ataques radicales tie­
nen lugar en el azûcar componente de la molêcula del nii 
cleotido. Utilizando esta forma de expresiôn se puede in_ 
ducir erronêamente a pensar que pudiera existir algun 
ataque selective por parte de 1 radical, cuando en real_^ 
dad no es mas que una consecuencia de la distinta reac­
tividad de ambos componentes del nucleotido. Cuando el 
ataque del radical tiene lugar en la base, présente un 
80% de probabilidad de ser eficaz, mientras que si el
FZau.ra 3
ataque radical se produce en el azûcar, presentarâ solo 
un 20% de probabilidad de transformaciôn^^^^^.
Es muy sorprendente que no existan datos en la 
literatura sobre intentes de interpretaciôn mecanîstica 
de la ruptura internucleotîdica. Solo existe una ligera 
referencia de Scholes^^^^^ a la reconocida inestabili- 
dad de los esteres fosfôricos de los g-ceto y g-aldehido 
alcoholes frente a la h i d r ô l i s i s \  En esta interpre^ 
taciôn, la hidrôlisis del ester fosfôrico del azûcar se 
podrîa explicar por la oxidaciôn del carbono en posiciôn 
3 ’ por el radical OH*, ya que al formar un grupo carbo- 
nilo en posiciôn g respecte al OH existante en el C-(5‘)^- . 
se inducirâ la hidrôlisis del enlace ester. En la Figu­
ra 3, extraîda de la revisiôn c o m e n t a d a ^ ^ , aparece 
esquematizado este mecanismo, asî como el que se produ- 
cirîa en el caso de/que la alteraciôn de la base supu- 
siera* la hidrôlisis del enlace N-glucosîdico; igualmen­
te aparece esquematizado en ella el caso de que el ata­
que del radical se realice en el carbono en posiciôn 5' 
del azûcar.
C * >En la Figura 4 aparecen tabuladas las difereii 
tes vîas de producciôn de la ruptura del enlace internu- 
cleotîdico segûn el enlace especîfico del azûcar donde 
se realice el ataque del radical OH*, preseqtando el e£  ^
tado final en que quedan los extremos de cadena ôcasiona^ 
dos por la ruptura y los productos liberados en cada uno 
de los casos segûn supongamos cual sea el lugar donde se 
realiza la oxidaciôn por el radical OH*. Observâmes que, 
en caso de suponer un ataque en el carbono 5 ’ de 1 azûcar, 
se produce liberaciôn de un nucleosido alterado quedando
(*) Figura extraîda de una revisiôn sobre la ruptu­
ra internucleotîdica radioinducida^^^^ \
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los dos extremes originados con sendos grupos fosfatos, 
uno en posicion 3 ’ del azucar y otro en posiciôn 5*. 
Cuando la oxidacion per el radical se realice en posi­
cion 3* del azucar los extremes de cadena originados 
quedaran igualmente con grupos fosfatos en posiciones 
3 ’ y 5',liberandose al mismo tiempo nucleosides alter^ 
d o s , Si la alteracion se produce inicialmente en el car 
bone 1 ’, las dos rutas posibles de evolucion de la alte 
racion conducen a creacion de extremes con grupos dife- 
rentes. Una de ellas lleva a la aparicion de un grupo 
fosfato en posicion 5 ’ en une de los extremes y un gru­
po OH en posicion 3' del azucar del otro extreme,azucar 
que aparece completamente alterada per oxidacion inten- 
sa del carbone en posicion 1*. La otra ruta conduce a 
la aparicion de un extreme con grupo OH en posicion 5' , 
resultando el otro extreme completamente alterado y a que, 
no solamente el C-(l') del azucar ha side fuertemente 
oxidado, sine que aparece un grupo fosfato ciclando las 
posiciones 3' y 4 ’ del azucar.
De los valores de rendimiento radioliticos reco^ 
gidos de la liter at ura ^  ^ se puede deducir que el 80%
de las rupturas de enlace internucleotidices radioindu- 
cidos van acompanadas por la aparicion de terminales con 
grupos fosfato en posicion 5 ’ en el polinucleotido resu_l 
tante. Igualmente se deduce que en un 30% de estes ca­
ses, aparecen bases libres simultâneamente con la crea­
cion de dichos terminales , y que en e1 restante 30% de 
los cases se observa la liberaciôn de nucleosides alte- 
rados. De estes dates ha podido ser c o n c l u i d o ^ ^  que 
Tas~rutas de reacciôn esquematizadas en la citada Figu 
ra 3 son aproximadamente équivalente en eficacia, con 
le que entre todos justificarîan el 80% de los cases de 
apariciôn de terminales fosfato en posiciôn 5 ’. Hay in- 
dicios^^^^^ de existencia de otra via de reacciôn en la 
que se liberan los nucleosides intactes y que represen-
ta el 20% de los casos de formaciôn de terminales fos­
fatos en 5 ’, aunque , hasta. el momento, no se haya conse 
guido proponer mecanismos para ella.
No tenemos , por tanto, ninguna razôn para'pêh’- ~  ~ 
sar en la apariciôn de nuevos extremes con grupos OH 
en posiciôn 3’ del azucar, ya que cualquiera de las vîas 
comentadas que conduce a la ruptura de un enlace inter- 
nucleotîdico no dejan grupos OH libres en posiciôn 3 ’ , 
a no ser una de las posibles alteraciones que parten de 
la oxidaciôn de 1 carbone en 1 ’ , pero en la que el azu­
car al que aparece unido el grupo OH esta completamente 
alterada.
Hasta que punto la alteracion del azucar, o la 
alteracion de las bases que no conducen a ruptura del er^  
lace internucleotîdico, modifican la capacidad del poli­
nucleotido résultante a enlazarse a la DNA Polimerasa, es 
un punto difîcil de aclarar con solo los datos existan­
tes en la literatura. Parece lôgico que un grupo OH un^ 
do en posiciôn 3 ’ a un azûcar alterado encaje difîcilmen 
te en el lugar del centro activo de la enzima reservado 
para enlazar el extremo de la cadena iniciadora en una 
poliraerizaciôn. Por otro lado, parece lôgico que una vez 
iniciada la polimerizacîôn, la existencia de una base al^  
terada en la cadena molde înterrumpa la sîntesis del po- 
lîmero, ya que difîcilmente formarâ puentes de hidrôge- 
no con la base del nucleotido ûltimamen'te incorporado 
resultando un extremo iniciador inepto para una nueva 
adicion de monômero, Sin embargo, no tenemos pruebas 
concluyentes para ninguna de estas suposiciones y, por 
tanto, no nos podemos mover mas alla de las congeturas. 
Como veremos en el desarrollo de este trabajoi la incor_ 
poraciôn de estas suposiciones nosi'lleva a una expre- 
siôn teôrica con un buen acuerdo con los datos expéri­
mentales, razôn por la cual nos permitimos utilizarlas en
nuestro razonamiento *
Otro punto importante para nuestro razonamiento, 
y del cual tampoco hemos podido obtener datos concluyen­
tes de la literatura, es el de la extension de la deses- 
tabilizacion causada en la estructura doblehelicoidal por 
cualquiera de las alteraciones radioinducidas en la macro 
molecula. Parece razonable que la alteracion de una base, 
por efecto del radical, conduzca o no a la rotura del en_ 
lace internucleotidico, desestabilice la doble helice en 
un entorno ya que la posibilidad de formacion de enlaces 
de hidrogenos entre las bases antiparalelas quedaria muy 
disminuida. Sin embargo, se tienen datos muy poco claros 
a este respecto en la literatura y los que se poseen ban 
sido obtenidos por vîas de aproximaciôn distintas a las 
de mécanismes de reacciôn posibles, como comentaremos en 
el apaftado 1,5.
1.3. DEGRADACION ENZIMATICA DEL DNA'POR DNasa.
Hemos creido conveniente la utilizacion de la de^  
gradaciôn del DNA por incubaciôn con DNasa para nuestro 
estudio, por considerar que, al ser per f e et ament e conoci^ 
dos tanto el mecanismo de actuaciôn de la enzima como el 
efecto producido sobre la macromolêcula, podrîa servir de 
mêtodo de referencia para interpretar el tipd de altera­
cion producido en el DNA por la radiolisis, a travês de 
la comparaciôn de sus repercusiones respectivas sobre la 
capacidad como molde p^ra la polimerizaciôn frente a la 
DTNÂ^oiimeras a .
Brevemente comentaremos algunas de las ideas g^ 
neralmente aceptadas sobre la dégradaciôn producida en 
el DNA por tratamiento con DNasa, centrândonos en dos pun^ 
tos de gran interes para este estudio, como es la alter^
cion local producida en la macromolêcula y la aleatorie 
dad del lugar de ataque del. reactivo sobre el biopolime 
r o .
1.3.1. ACCION DE LA DNasa I PANCREATICA.
Del conjunto de enzimas conocidas bajo el nom­
bre generico de DNasa, en este comentario nos referire- 
mos concretamen te a la DNasa I (E.C. 3 .1. 4-. 5 ) , obteni- 
da del pancreas, por ser la enzima hidrolitica utiliza 
da en este estudio.
Se sabe que esta enzima, como otras enzimas 
drolîticas, es capaz de actuar sobre las soluciones de 
DNA altamente polimerizado disminuyendo su viscosidad 
y aumentando su absorcion especifica à la luz ultravio^ 
leta. En la hidrolisis se liberan grupos acidos, facil^ 
mente valorables , sin que se produzca liberaciôn, en 
cambio, de grupos fosfato^^^^^. Los productos de la 
drolisis exhaustiva de DNA no son precipitables por aci 
dos, Cperclorico, CPCA), o tricloroacetico, (TCA)), o 
alcohol (etanol) y difunden a travês de membranas de co 
lodiôn o c e l o f a n e ® \  La hidrolisis se produce
tanto en soluciones de DNA doble helicoidal altamente
(270) (271)polimerizado como de DNA desnaturado y se sabe
que, hasta cierto punto, el grado de polimerizaciôn del
DNA no influye esencialmente en el ritmo y grado de la
acciôn de esta DNasa, aunque la enzima es incapaz de ac_
tuar sobre oligonucleotides de cadenas menores de 7 un^
(272)dades nucleotîdicas y prefiere un DNA de doble c_a
dena sobre otro de cadena simple. Cuando la concentra-
ciôn de sustrato es baja, la hidrôlisis transcurre apro^
(273)
ximadamente como una reacciôn de primer orden , sien
do la constante de velocidad independiente de la concen 
traciôn de la enzima. A concentraciones mayores de sus-
trato, la velocidad inicial de la reacciôn disminuye râ-
pidamente al incrementar la concentraciôn de sustrato 
(27 3,274)/
Esta enzima actûa como una endonucleasa, produ- 
ciendo la hidrôlisis del enlace internucleotîdico en pun 
tos interiores del biopolîmero. Actûa directamente sobre 
el enlace fosfodiester, liberando, cuando actûa exhaust^ 
vamente, mezclas complejas de oligonucleotides de compo­
sition variable, desde estar constituîdos por un nucleo-
C269270)tido Cpoco frecuente ’ ) hasta estar constituîdos
(270)por siete-ocho unidades monomêricas . Si se interrum
pe la actuaciôn de la enzima, desnaturândola o por ac­
ciôn de algûn inhibidor, se observa la existencia de una 
mezcla de mono-, oligo- y polinucleotidos de doble cade­
na con gran numéro de enlaces internucleotîdicos rotos
, . j -- ., . , . _ . . (269)como productos de la hidrolisis ,
1.3.2. ESPECIFICIDAD DEL ATAQUE ENZIMATICO.
Al degradar exhaustivamente una soluciôn de DNA
con esta enzima, se produce una fracciôn no degradable
de oligodesoxinucleotidos en los que la relaciôn A/G,
T/C y Pu/Pi CPu = bases pûricas , Pi = bases pirimidîni-
(275 276)cas) es mayor que la de los DNA de partida * . E^
to indicarîa que la uniôn internucleotidica entre un nu,
cleotido con purina y un nucleotido con pirimidina es par
ticularmente susceptible a la hidrolisis con la DNasa.
(272 )Datos expérimentales pbsteriores parecen senalar
que los enlaces internucleotîdicos con grupos fosfatos 
unido al carbono 3 ’ de un nucleotido con adenina y al 
carbono 5 ’ de cualquier otro nucleotido es relativamen 
te resistente a la hidrôlisis con DNasa I, ya que menos 
del 5% de los OE en posiciôn 3 ’ terminales contienen 
adenina. Sin embargo, el desoxipolinucleotido d (A - T)
es mas degradable que el DNA, pudiendose llegar hasta
(272 )oligonucleotides de cuatro.unidades monomêricas 
En cambio, el polinucleotido sintêtico de doble cade­
na CdG) : (dC) es muy resistente a la hidrolisis. Tr^
(277) . ~bajos mucho mas recientes ponen de manifiasto--la=-
preferencia de la enzima por enlaces formados entre nu
cleotidos de pirimidinas con grupo fosfatos unido al
carbono en posicion 3' del azucar y nucleotidos de pu
rina con el grupo fosfato unido al carbono en posicion
5 » .
Por tanto, aunque parece que con la DNasa I ocu 
rre algo semejante a lo que esta probado para la RNasa
de que actûa predominantemente sobre un tipo de enlace
(278 ) >. ^internucleotîdico , no esta muy clara la correlacion
entre secuencia de bases en el DNA y los puntos de ata­
que en êl de la DNasa.
(279)Por otro lado, Thomas en un trabajo donde
détermina el numéro de enlaces rotos por acciôn de la
DNasa sobre soluciones de DNA mediante valoraciôn de los
iones liberados en la reacciôn de roturas de enlaces
fosfodiester, obtiene un buen ajuste con expresiones teô
(280)ricas del tipo de las de Charlesby , deducidas supo^
niendo que la distribuciôn de lugares donde se produce 
la ruptura del enlace internucleotîdico es al azar. Me­
diante determinaciôn simultânea sobre la misma muestra 
de su viscoisdad, llega a la determinaciôn experimental 
del numéro de roturas de enlace internucleotîdicas por 
molêculas producidas para reducir la viscosidad a la m_i 
tad. La. expresion que utiliza para el câlculo del n^ 
mero de fracturas por molêcula es la siguiente, si la ro^  
tura es al azar pero la muestra es originalmente polidis_ 
persa al azar, como es nuestro caso
M(p)  ^ 1
donde p es la probabilidad de rotura por enlace, M(p) es 
el peso molecular medio cuando existe u n a .probabilidad p 
de rotura por enlace, M es el peso molecular medio origi 
nal y y es el numéro medio de fracturas por molêcula ori 
ginal.
El buen ajuste a los datos expérimentales obteni^ 
dos por Thomas al utilizar la suposiciôn de ataque al azar 
hace pensar que la acciôn de la DNasa, al menos en el as 
pecto macromolecular, no muestra ninguna selectividad. Es_ 
to, unido al hecho de que los datos expérimentales respec 
to a una selectividad en el ataque para determinados enla^ 
ces internucleotîdicos no son concluyentes , nos ha hecho 
preferir utilizar la suposiciôn de Thomas de ataque al 
azar de la DNasa apoyândonos en la idea de que aun en el 
caso de que existiese realmente es a selectividad en el 
ataque, la distribuciôn de las cuatro bases sobre la mol^ 
cula de DNA puede, desde el punto de vista macromolecular 
y dada la presencia de gran numéro de monômeros constitu- 
yendo la macromolêcula, considerarse como al azar. Como co 
mentaremos posteriormente este punto es de gran importan- 
cia para nuestro estudio, ya que nos va a permitir utili­
zar los resultados de la simulaciôn de 1 ataque al azar de
un reactivo capaz de producir rupturas internucleotîdicas
V j j , . n ^  (250)sobre las dos cadenas de un homipolimero
1.3.3. ESTRUCTURA QUIMICA DE LA RUPTURA SIMPLE PRODUCIDA 
POR DEGRADACION ENZIMATICA.
Los productos de la hidrôlisis enzimâtica de DNA
por la DNasa I pancreâtica se caracterizan por poseer un
grupo fosfato terminal unido al carbono en posiciôn 5 ’ dei
azûcar y un grupo OH terminal que permanece unido al car-
(272 )bono 3 ’ de 1 azûcar del otro extremo liberado
Los datos expérimentales obtenidos de la litera 
tura sobre cantidad de fosfatos terminales en el extre­
mo 5 ’ producidos durante la dégradaciôn exhaustiva de 
una muestra de DNA indican que estes representan alrede^ 
dor del 25% del fôsforo t o t a l ^ ^ ^  ^ . Si se s ù p o h è ^ u e 
el ûnico camino de hidrôlisis del enlace internucleotî­
dico por el que transcurre la dégradaciôn es el que con 
duce a la liberaciôn de grupos fosfatos en posiciôn 5 ’ , 
se puede calcular la longitud media aproximada de los 
fragmentos producidos , valor que résulta muy proximo a 
los encontrados experimentalmente, lo cual respalda la 
idea, generalmente aceptada, de que el ûnico camino de 
hidrôlisis es aquêl que origina grupos fosfato termina­
les en posiciôn 5 ’.
En ninguno de los trabajos revis ados de la lite 
ratura existante a este respecto se ha encontrado sos- 
pechas o datos de que se haya detectado grupos termina 
les dis t intos de los fosfatos en posiciôn 5 ’ y los ox^ 
hidrilos en 3' en los productos de la hidrôlisis, tanto 
exhaustiva como parcial, de una muestra de DNA por ac­
ciôn de la DNasa I pancreâtica. Igualmente, tampoco se 
han encontrado datos sospechosos de posibles alteracio^ 
nés en las bases o en el azûcar de los fragmentos pro­
ducidos. Por tanto, se puede afirmar, tal como por otra 
parte es reconocido generalmente , que la ûnica via de 
dégradaciôn en este caso es la hidrôlisis especifica del 
enlace entre el grupo fosfato, unido al"carbono en pos^ 
ciôn 5* del azûcar de la unidad monomerica n, y el car­
bono en posiciôn 3 ’ del azûcar de la unidad n-1.
1.4. DEGRADACION MECANICA DEL DNA.
Uno de los metodos de dégradaciôn de DNA util^ 
zados en el desarrollo de este trabajo ha sido el tra-
tamiento de soluciones del biopolîmero mediante un homo- 
genizador de cuchillas de alta velocidad.
Nos proponemos comentar en este capitule breve­
mente algunas de las ideas generalmente aceptadas a cer 
ca del tipo de alteracion experimentada por la macromo­
lêcula por causa de este tratamiento. Para ello, en pr^ 
mer lugar, vamos a comentar el mecanismo a travês del 
cual se produce la perdida de peso molecular observada 
en el biopolîmero para despues res urnir brevemente las 
ideas actuales a cerca de la estructura quimica de la 
fractura producida, a fin de conocer su repercusion so­
bre la capacidad como molde para la polimerizaciôn de 
las muestras degradadas frente a la DNA Polimerasa,
1.4.1. ACCION DE LAS FUERZAS TANGENCIALES SOBRE EL DNA.
Por lo que se conoce sobre la actuaciôn de la agi
taciôn a aitas velocidades de soluciones de biopolîmero
se puede afirmar que no se trata de un ataque quîmico lo_
calizado, por algûn agente activo originado directa o iii
directamente a causa del tratamiento, sobre la macromole_ 
(282 )cula . Por tanto, podemos pensar q u e , prévisiblemen­
te , es e tratamiento degradativo no darâ lugar a la produ£ 
ciôn de rupturas simples sobre las cadenas. Por otro la­
do, las turbulencias locales originadas por la agitaciôn 
a al tas velocidades dan lugar a un conjunto de fuerzas taii 
genciales que actûan mecânicamente sobre las macromolêcu- 
las que se encuentren en el seno de la soluciôn produciez 
do su fractura de forma anâloga a la que se realizarîa ccz 
una varilla sometida a fuerzas de cizalla. Es,por consi- 
guiente , prévisible que la fractura de la doble hélice , 
y por tanto la pêrdida de peso molecular,' se lleve a ca- 
bo por la ruptura simultânea de enlaces internucleotîdi­
cos enfrentados en las dos cadenas, es decir , por la pro
ducciôn directa de la rotura doble., debido a que la ten 
s ion originada en algûn punto de la macromolêcula por 
las fuerzas tangenciales que actûan sobre ella débili­
ta la union internucleotîdica.
Un mecanismo de dégradaciôn cuya actuaciôn es, 
en cierta manera, paralela a la del que venimos comen- 
tando , es la dégradaciôn de soluciones de DNA mediante 
ultrasonidos. Se conoce perfectamente que la transmi- 
siôn de las ondas sônicas produce en la soluciôn dife- 
rencias brutales de presiôn en puntos muy prôximos lo- 
calizados en la soluciôn, dando lugar a fuerzas de ci­
zalla sobre las macromolêculas que se encuentran en su
(283-285 )  ^ ^ -seno , Se sabe que en el caso de utilizacion de
ultrasonido de energîas elevadas, se produce la apari­
ciôn de radicales libres en la s o l u c i ô n ^ ^  , debido 
al proceso de cavitaciôn originado en la soluciôn. La 
existencia de es tos radicales fue comprobada experimen 
talmente por anâlisis de radicales oxidantes. Sin embar 
go, la producciôn de radicales en la sonicaciôn de so­
luciones acuosas solo se consigne con cierta probabili 
dad en condiciones realmente drâsticas.
Es por tanto, prévisible que en las condicio­
nes expérimentales utilizadas en nuestro estudio, no 
se produca la apariciôn de radicales libres en las so­
luciones tratadas con el homogenizador, ya que las ener^ 
glas transmitidas en estos casos son muchîsimo menores 
que aquêllas a las que se consigne la producciôn de ra 
dicales por sonicaciôn. En el caso'da souicar- l a ’solu­
ciôn acuosa, la agitaciôn têrmica producida es muy gran^ 
de por la implosiôn de las burbujas originadas, cosa 
que no ocurre en la agitaciôn a altas velocidades.
Por consiguiente, creemos poder afirmar que en 
el transcurso de la dégradaciôn por tratamiento con el
homogenizador el ûnico mecanismo prévisible es la ruptu- 
r.a me can ica del biopolîmero produciendo directamente la 
rotura doble de las cadenas ^  ^.
Es interesante constatar que el mêtodo dégradât^ 
vo para la producciôn de cortos fragmentos doble helicoi 
dales de DNA mas generalizado en la literatura es la 
sonicaciôn. Sin embargo, nosotros hemos preferido utili­
zar la dégradaciôn por el homogenizador por encontrarle 
venta]as en la reproductibilidad de las degradaciones y 
evitar el inconveniente del calentamiento producido en 
la soluciôn.
Se pueden aportar comprobaciones expérimentales 
que respalden la idea generalmente aceptada de que la d^ 
gradaciôn por la agitaciôn a altas velocidades se reali- 
zan mecânicamente y no por la producciôn de roturas sim­
ples en las cadenas.
Por un lado se conoce q u e , cuando la dégradaciôn 
se produce por la creaciôn de roturas simples en las ca­
denas, la cinêtica de evoluciôn de las fracciones molecii 
lares discurre a travês del predominio suces ivo de frac­
ciones de peso molecular cada vez menor segûn el grado 
de tratamiento aplicado, como se puede ver en la Figura 
5. La existencia de este tipo de cinêtica tiene su j us - 
tificaciôn teôrica en la expresiôn de probabilidad de ro^  
tura doble obtenida por Mingot a partir de los datos de 
simulaciôn de un proceso de dégradaciôn por ataque al
azar de un reactivo sobre las cadenas de un homopolîme-
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Sin embargo este fenômeno no se présenta en las 
cinêticas obtenidas cuando la dégradaciôn se realiza por 
agitaciôn a alta velocidad, como puede verse en la Figu­
ra 18 jCque aparece incluîda en el capîtulo de résulta-
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dos), donde se produce la dégradaciôn solo de las fraccio 
nés de peso molecular mas alto aumentado,ya desde el prin 
cipio,la proporciôn de DNA en fracciones de peso molecu­
lar menor, fenômeno que permanece estabilizado despuês de 
un tiempo de tratamiento para una determinadas condicio­
nes de fuerza de cizalla y concentraciôn de la soluciôn 
de DNA.
Por otro lado, y segûn datos obtenidos en nuestro 
laboratorio, se sabe que en una soluciôn de DNA degradada 
mediante un mecanismo productor de rupturas simples , como 
es la radiolisis, hasta pesos moleculares de1 orden del 
millôn de Dalton:S,no précipita apreciablemente ni en âci- 
do perclôrico, (“P-CA 0,2 N), ni en etanol frio al 50%,
ni en isopropanol. Sin embargo, pruebas anâlogas realiza 
das con soluciones de DNA degradadas hasta valores de pe 
so molecular del mismo orden mediante el homogenizador, 
dan valores de precipitabilidad del 70% con etanol frio 
al 50% o de precipitabilidad compléta con 'PCA 0,2 N . 
Esto nos induce a pensar en la integridad de la doble he_ 
lice en los fragmentos cortos de DNA originados por la 
dégradaciôn mecânica.
Una tercera prueba que confirma la idea de un me^  
canismo de dégradaciôn en la agitaciôn diferente al de 
producciôn de rupturas simples , es la comparaciôn de las 
variaciones experimentadas en la curva de transicion de 
soluciones de DNA segûn sean degradadas por un metodo 
productor de rupturas simples o por agitaciôn a alta ve^  
locidad. Se puede observer Cver Figuras 7 y 8, inclui- 
das en el capîtulo de resultados), que una dégradaciôn 
que actûe produciendo rupturas simples, taies como la 
radiolisis o la dégradaciôn por DNasa, produce una mod^ 
ficaciôn importante en la curva de transiciôn. Cuando 
la muestra se dégrada hasta una fracciôn de peso mole­
cular no superior a 10^ Daltons, si la dégradaciôn se
realiza por radiolisis o incubaciôn con DNasa se obser­
va un importante desplazamiento de la curva hacia zonas 
de temperatures mas bajas, alargândose mucho.el.interva 
lo de temperatures en el que produce la transicciôn, dis 
minuyendo ademâs , la magnitud del efecto hipercrômico ob 
servado. Este ultimo efecto solamente se produce en mues 
très de DNA muy degradadas , como pondremos de manifiesto 
en el capîtulo de resultados donde se estudiarân estos 
datos con mayor detalle. El alargamiento del intervalo 
de temperatures en que se produce la transicciôn puede 
interpretarse como una pérdida de coopérâtividad en la 
transicciôn consecuencia de las rupturas simples produ­
cidas; el incremente de1 numéro de rupturas simples po­
drîa contribuir a este efecto de una forma cinêtica ya 
que aumenta él numéro de extremos de cadena dônde se in i 
cia el desovillamiento y disminuye la'.longitud de 1 frag­
mente de cadena que,debe desnaturarse; aunque tambiên de 
be tenerse en cuenta que induce una desestabilizaciôn en 
un determinado segmente favorenciendo su desnaturaciôn a 
menores temperatures, Vemos, por tanto, que una variaciôn 
de es e tipo en la curva de transicciôn de muestras de DNA 
degradadas responde tîpicamente a degradaciones cuyo me­
canismo de actuaciôn sea por producciôn de roturas sim­
ples en las cadenas.
Sin embargo, cuando la dégradaciôn de la mues­
tra de DNA se realiza por tratamiento con el homogeniza 
dor la curva de transicciôn correspondiente no muestra 
ninguna de las modi f icaciones comentadas , resultando per^ 
fectamente superponible.conladela3Tiuestra.de DNA sin degra^ 
dar ya que la muestra degradada présenta el mismo efecto 
hipercrômico y la transicciôn se realiza en el mismo in^  
tervalo de temperatures , manteniendo constantes las con­
diciones de experimentaciôn, como aparece en la Figura 
9 (incluîda, como las anteriormente citadas, en el capî­
tulo de resultados). Esto nos lleva a concluir que el me^  
canismo de actuaciôn de la dégradaciôn en este caso es
distinto, es decir, no actûa produciendo rupturas simples,
En la Figura 6 se présenta el resultado de otra 
experiencia que apoya la conclusion anterior. Se comparan 
en esta experiencia las caracteristicas en la sedimenta- 
cion en gradiente de sacarosa de dos soluciones de DNA al 
teradas por diferentes procedimientos: una degradada por 
medio del homogenizador y la otra irradiada de manera que 
su peso molecular sea superior al de la muestra tratada 
mecânicamente. Esto queda reflejado en la sedimentacion 
en gradiente neutro, donde el pico correspondiente al DNA 
degradado por gamma, aparece en las fracciones de mayor 
concentraciôn de sacarosa. Cuando ambas soluciones de DNA 
se sedimentan en un gradiente alcalino, en condiciones de 
desnaturalizaciôn , se observa que, debido a las roturas 
simples existantes en el DNA degradado por radiaciôn ga­
mma, las cadenas simples de DNA irradiado presentan me­
nor tamano ya que el pico correspondiente aparecen aho- 
ra en las fracciones de menor concentraciôn de sacarosa. 
En la sedimentaciôn en gradiente neutro, la existencia 
de rupturas s i m p l e s e n  las cadenas de 1 DNA irradiado 
no se pusieronde manifiesto ya que la muestra conserva- 
b a , a pesar de ellas, la estructura doble hélice. En cam 
bio, en condiciones de desnaturaciôn, la existencia de 
roturas simples en la macromolêcula produce la separa- 
ciôn de cadenas de peso molecular mucho mâs pequeno que 
el prévisible.
Si la dégradaciôn mecânica actuase , anâlogamente 
a la irradiaciôn , por producciôn de roturas simples, se 
podrîa preveer la apariciôn, en condiciones de desnatur^ 
ciôn, de cadenas de peso molecular mucho mâs pequehas 
que los obtenidos por desnaturaciôn de DNA irradiado, 
contrariamente a los resultados expérimentales obteni­
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1.4.2. ESTRUCTURA QUIMICA DE LA FRACTURA MECANICA.
Otro punto a comentar, como hemos venido hacien- 
do con los otrôs métodos degradativos utilizados en este
Ick ■
trabajo, e s n a t  uraleza del terminal producido durante la 
dégradaciôn mecânica. Poco o cas i nada se conoce sobre 
cuales son los grupos liberados al producirse la fractu­
ra del biopolîmero, por someter la soluciôn a agitacio-
(288)nés a ait a velocidad . Parece probable que las fuer-
zas tangenciales que actûan sobre las macromolêculas pro^
ducidas por las turbulencias originadas en el seno de la
soluciôn, pudieran ser suficientemente fuertes para rom-
(289 )per enlaces covalentes . Calcules teôricos llevan a
concluir que, dentro de una aproximaciôn del câlculo, las
fuerzas de tensiôn originadas son superiores a las nece-
sarias para una desestabilizaciôn de enlaces que lleva-
( 290 )rîan a ruptura internucleotîdica
Experimentaciones realizadas ^ ^   ^ llevan a la con_
clusiôn de que la dégradaciôn por U.S. (metodo de mecanis 
mo paralelo al que venimos comentando), de soluciones de 
DNA producen aproximadamente un 90% de ruptura de enlace 
C-0 y de 1 orden del:10% de rupturas de enlaces P-0. La 
buena correlaciôn entre los pesos moleculares estimados 
por datos de sedimentaciôn y .por determinaciôn de grupos 
fosfatos terminales (suponiendo dos resîduos fosfatos 
terminales por cada doble hélice de DNA) conduce a pen­
sar, contrariamente a lo supuesto por Levinthal et. al 
(288 ) , que la rotura de C-C ocurre muy poco frecuente- 
mente , si es que ocurre, por sonicaciôn de DNA. La form^ 
ciôn de terminales fosfatos procédé de rupturas de enla­
ces C-0 ô P-0, pero no de C-C, dando un terminal fosfato
por cada ruptura^^^^^. No se observa la liberaciôn de
(291)
bases nitrogenadas durante la sedimentaciôn , por
anâlisis de materiales de peso molecular pequeno aisla- 
dos de la soluciôn. La sensibilidad de la detecciôn per
mite decir que menos del 10% de roturas de DNA pueden
ser acompanadas de eliminaciôn de bases nitrogenadas 
(286 )
Sin embargo, no ha sido determinado hasta que 
punto la ruptura de enlaces es nîtida ni si existen zo 
nas en la macromolêcula donde pueden darse con mayor pro^ 
babilidad.
Realmente, en nuestro estudio no hemos intenta- 
do dilucidar estos puntos ya que, como estas rupturas ir^  
ternucleotîdicas conducen exclusivamente a la formaciôn 
de nuevos extremos de cadenas, cualquiera que sean los 
grupos terminales a los que de lugar, no se originarân 
nuevos puntos de iniciaciôn de polimerizaciôn, cuando 
la muestra de DNA as î degradada actûe frente a la DNA 
polimerasa, puesto i^ ue para que la polimerizaciôn tën- 
ga lugar es necesario, segûn hemos comentado en el apar^ 
tado’. J 1.1,, que el punto de enlace a la enzima sea in­
terior en la cadena de DNA. En todo caso, si la fractu­
ra de la doble hélice diese lugar a la creaciôn de gru­
pos OH en posiciôn 3 ’ q u e , como vimos era requisite ne­
cesario para la uniôn con la enzima, la dégradaciôn de 
la muestra de DNA conducirîa a la creaciôn de nuevos ■ 
puntos de uniôn con la enzima que no serîan eficaces 
para la polimerizaciôn. Debido a las condiciones expe^ 
rimentales utilizadas no serâ necesario tener en cuen 
ta este punto^ya que se actuô siempre eh condiciones 
de exceso de proteina.
Por ûltimo, conviens comentar que.este método 
degradativo no solo no produce en el DNA nuevos sitios 
de uniôn a la DNA Polimerasa eficaces para la polimer^ 
zaciôn, sino que tampoco élimina los que se puedan ha- 
ber creado por cualquier otro método en el DNA anterior^ 
mente al tratamiento. Esto équivale a afirmar que no es
probable que la fractura mecânica de la doble hélice se 
produzca en un punto proximo a una rotura simple convir 
tiêndola entonces en extremo de cadena. Una rotura sim­
ple en una de las cadenas de 1 DNA parece ser un punto de 
gran flexibilidad en la macromolêcula puesto que en esa 
zona se pierde la rigidez de la estructura doble hélice. 
No es probable por tanto, que sea una zona de maxima de- 
bilitaciôn por las tens iones ocas ionadas por las fuerzas 
tangenciales a que se encuentra sometida la doble hélice 
en el seno de la soluciôn agitada a alta velocidad.
En nuestro estudio hemos supuesto, por haberlo 
considerado suficientemente fundamenta d o , que la fractu 
ra mecânica del DNA no disminuye el numéro de rupturas 
simples existentes en la doble hélice anteriormente al 
tratamiento, El buen acuerdo con los resultados obteni­
dos confirma nuestra suposiciôn.
1.5. ASPECTOS CINETICOS DE LAS DEGRADACIONES.
De lo expuesto hasta aquî sobre los mecanismos 
de dégradaciôn de DNA que hemos estudiado: radiôlisis, 
hidrôlisis por tratamiento con DNasa, y agitaciôn a al­
ta velocidad de las soluciones, podemos resumir dicien- 
do que los dos primeros métodos consiguen la degrada- 
ciôn de una muestra de DNA por rotura de enlaces entre 
monômenos sobre una u otra cadena, mientras que el ter 
ce ro dâ lugar a la fractura directa de la doble hélice. 
Hay, por tanto, una clara diferencia cinêtica entre 
es os mecanismos, lo que nos va a permit ir separarlos 
en dos grupos, considerando por un lado a la fractu­
ra mecânica y por otro las degradaciones producidas 
por agentes inductore s de roturas simples.
En lo que respecta a la fractura mecânica por ag_ 
taciôn de soluciones a alta velocidad, sus aspectos ciné
ticos serân estudiados eji el capîtulo IV. 1, al presen- 
tar los resultados expérimentales obtenidos en este tra 
bajo. En cambio, estudiaremos en este capîtulo la proba^ 
bilidad de fractura de la doble hélice por coincidencia 
de dos roturas de enlace sobre cadenas distintas.
1.5.1. BASE ALEATORIA DE LA DEGRADACION.
En la mayor parte de los trabajos que han estu­
diado la radiôlisis de DNA destacando los aspectos cin^
, T , . (250,292-298)ticos de la dégradaciôn , se supone, mas o
menos implicitamente, que hay un proceso de tipo estadîs
tico implicado en la serie de acontecimientos a través
de los cuales se llega a la dégradaciôn de la muestra de
DNA por la rotura de enlaces entre monômeros, Los datos
que se pueden encontrar en la literatura a este respecto
apoyan la hipôtesis^^^^^ de que la fractura de la doble
cadena producida por irradiaciôn de la muestra se puede
presentar al azar sobre los diferentes puntos de las mo-
léculas y que el proceso de coincidencia de las roturas
simples para producir la fractura es a l e a t o r i o ^ ^ 296)^
Anâlogas conclusiones se pueden hacer para la de 
gradaciôn con DNasa, con solo tener en cuenta el mecanis­
mo de actuaciôn de esta enzima para producir la degrada- 
ciôn, ya que présenta un comportamiento cinêtico comple­
tamente identificable con el de cualquier otro método de^  
gradativo que actûe sobre la macromolêcula por producciôn
de roturas simples debido a ataques locales del reactivo
C2 7 9 1en puntos al azar de las cadenas
Por tanto, la existencia de los cuatro monômeros 
diferentes en las molêculas de DNA no va a introducir re^ 
tricciones , al menos desde el punto de vista macromolecii 
lar, respecto a los puntos en los que sucede la fractura.
bien por causa de la irradiaciôn o bien por la degrada- 
ciôn enzimâtica.
1.5.2. PROBABILIDAD DE FRACTURA.
En el desarrollo de este trabajo utilizamos dos 
expresiones para el câlculo de la probabilidad de fractu 
ra de la doble hélice, recogidas de la literatura, basa- 
das en el proceso estadîs tico comentado para la coinci­
dencia de las rupturas de enlace internucleotîdicos. Una
(279)de ellas, dada por Thomas , y utilizada por Hagen
( 297 ,298 ) ^ , ( 296 ) , ....y por Peacocke y Preston , da la probabili
dad de rotura doble en fune ion de la probabilidad de ro­
tura simple, teniendo en cuenta el incremento de la pro­
babilidad de producciôn de la fractura como consecuencia 
de la desestabilitaciôn de la estructura bihelicoidal ai­
re de dor de una ruptura internucleotîdica en un intervalo 
de h unidades monomêricas
P r d = + 1) P rs (I-l)
En esta expresiôn p représenta la probabilidad 
de producciôn de rotura doble por unidad monomerica de 
la estructura doble hélice, el par de nucleotidos, y p^g 
la probabilidad de rotura simple por unidad monomérica 
de cada cadena polinucleotîdica. Esta expresiôn aunque 
fue aplicada inicialmente por Thomas a la dégradaciôn de
DNA por DNasa, ha sido utilizada igualmente para la de-
.. (296-698) ,gradaciôn radiolitica , , y a que puede ser aplica^
da a cualquier proceso de dégradaciôn de DNA que suceda
a través de la producciôn de roturas simples distribui-
das al azar a lo largo de las cadenas.
En la otra expresiôn utilizada, aunque deducida 
por Mingot ^ 2 5 0) ^ través de los datos obtenidos en la
mulaciôn numérica del proceso de dégradaciôn radiollti 
ca del DNA, la probabilidad de obtenciôn de rotura do­
ble es independiente de la naturaleza de 1 agente produc 
tor de roturas simples.
-C2h+1) N dp- 
1 - P = e P
donde P représenta la probabilidad de producciôn de ro 
tura doble por molêcula que contiens un numéro N de pa
p  —
res de nucleotidos y una densidad de roturas simples
d p '  Esta expresiôn de probabilidad ha sido deducida Rb
de datos de porcentajes de molêculas rotas obtenidos sii 
poniendo, igualmente, que la fractura se produce por 
coincidencia, dentro de1 intervalo (2h + 1), de roturas 
simples distribuîdas al azar en la doble cadena.
Esta ultima expresiôn de probabilidad tiene la 
ventaj a , utilizada en este trabajo, de que puede ser­
vir para el câlculo de la dens idad de roturas simples 
a partir de los datos de fraccionamiento cromatogrâfi- 
co de una muestra polidispersa de DNA en los distintos 
tamafios moleculares.
1.5.3. INTERVALO DE DESESTABILIZACION DE UNA ROTURA
SIMPLE.
Hamos visto que el parâmetro h. que aparece 
en las expresiones de probabilidad, dando cuenta de 1 
numéro de monômeros que pueden separar a dos roturas 
simples que aun conduzcan a rotura doble, afecta de 
tal manera que su incremento aumenta la probabilidad 
de rotura doble. El factor de amplificaciôn de efica­
cia de producciôn de rotura doble , 2h + 1, dâ cuenta 
del incremento de probabilidad atribuible a la no ne
cesidad de coincidencia estricta de las roturas simples 
en cadenas antiparalelas.
(279)
Thomas " détermina el intervalo de desestabi-
lizaciôn correspondiente a una rotura simple producida 
en el DNA por acciôn de la DNasa, suponiendo que los pun 
tos de ataque de la DNasa estân distribuidos al azar so­
bre la molêcula, encontrando un valor de h = 2, lo que
quiere decir una zona desestabilizada de dos pares de ba 
ses alrededor de la rotura simple.
Ha sido realizada un a excelente revisiôn de los 
trabajos donde se calculen , o al menos se aportan datos 
para calcular, los valores para este parâmetro cuando el 
agente dégradante es la radiaciôn gamma^2 5 0)^ Recogemos 
de esa revisiôn una tabla donde aparecen resumidos los va 
lores de h obtenibles de la literatura, dando la referen^ 
cia de los trabajos de donde se obtienen los datos, ya
que nos puede ser util para comparer con los valores ob­
tenidos por nosotros en el ajuste realizado en este tra­
bajo.
TABLA 2
Valores de h determinados por:
2
Enlaces de H rotos/rotura simple ^RD^^RS Câlculo teôrico
6, 8 [2991 3 (298) de 6 a 8 (-:::
: — — ^_de -5— a 6 - [265 ) 9 (297 )
10, 4 (300 ). 4 (296 )
4, 8 /9, 5/24, 1 (301)
(En funciôn de la dosis)
En la tabla se ordenan los valores de h segûn les 
dos mëtodologîas extremes utilizadas para su determinaciôn.
Uno de los métodos utiliza los datos de numéro de enla­
ces de hidrôgeno rotos y numéro de roturas simples pro­
ducidas , determinados experimentalmente por métodos mas 
o menos directos , para, mediante su cociente, dar el nu 
mero de nucleotidos que pueden separar a dos roturas sim 
ples que conduzcan a rotura doble ,299 301 )^ como se 
comenta en la citada revis i o n ^ ^ ^ , este mêtodo es vâli 
do siempre que se suponga que no existe otra causa para 
la rotura de enlaces de hidrôgeno que la desestabiliza- 
ciôn alrededor de la rotura simple. El otro mêtodo uti­
liza la relaciôn (l.l). entre probabilidades de rotura 
doble y de rotura simple para, determinando los valores
de numéro de roturas simples y de roturas dobles a par
(297 300) ,tir de datos de viscosidad ’ , dispersiôn de luz
C300) ^ (298) ,, o sedimentaciôn , y por câlculo segun la me^
(292 293)todologîa de Charlesby ’ , obtener valores para
el parâmetro h. •’
Observamos que los valores determinados para h 
coinciden solamente en el orden de magnitud. En el ajus 
te realizado con los resultados expérimentales obteni­
dos en este trabajo aportamos nuevos valores para el pa 
râmetro h que caen, como veremos en el capîtulo de resu_l 
tados , dentro del orden de magnitud de los valores reco 
gidos de la literatura.
El parâmetro h, al dar cuenta de la estabilidad 
de la doble hélice en la zona en que se* ha producido una 
rotura de enlace , représenta las magnitudes termodinâm^ 
cas definitorias de la estabilidad de la estructura. Si 
el valor de h depends de la estabilidad de la molêcula, 
cambios inducidos en esta estabilidad pueden modificar 
la probabilidad de rotura doble, as î como difêrencias 
en estabilidad que sean debidas a caracteristicas compjo 
sicionales o estructurales. Esta conclusiôn es extrema- 
damente interesante para nosotros en el planteamiento
del calcule de numéro de roturas simples que poseen cada 
una de las muestras de DNA que se utilizan como molde de 
la polimerizacion, como veremos, ya que segûn sea el agen 
te dégradante productor de roturas simples desestabiliza- 
râ diferentemente la estructura alterando la estabilidad 
de un numéro distinto de enlaces de hidrôgeno alrededor 
de la rotura simple, con lo que podremos hablar de una h, 
intervalo de desestabilizacion, caracteristica segûn sea 
el agente dégradante.
I I . MQDELO ESTADISTICO DE LA PQLIMERIZACION DEL D N A .
En el estudio realizado sobre la cinetica de poli 
ïïierizaciôn para cada uno de las muestras de DNA estudia- 
das trente a la preparaciôn de DNA Polimerasa utilizada, 
se encuentra, como detallaremos mas adelante,que la ci­
netica de polimerizaciôn puede venir dada por una expre- 
sion de 1 t ipo :
P - . t
P P
donde P es la magnitud de la polimerizaciôn que viene me 
dida por la cantidad de polîmero sintetizado, en las coii 
diciones expérimentales fijadas, al utilizar como molde 
cada una de las muestras de DNA, es la velocidad de po_
limerizaciôn dada como cantidad de monômeros incorporados 
al polîmero durante la sîntesis por unidad de tiempo , en 
las condiciones expérimentales fijadas, y t^ es el tiem­
po durante el que se realiza la polimerizaciôn.
Debido a las caracteristicas de funcionamiento 
descritas para la DNA Polimerasa utilizada, la velocidad 
de polimerizaciôn para cada muestra de DNA va a depen- 
der del numéro de puntos de iniciaciôn para la polimeri­
zaciôn que présente, que, segûn dijimos en el capitule
I .1, serân los extremes con grupo C3^1“ 0iï que existan 
a lo largo de las molêculas del DNA estudiado, constitu^ 
yendo roturas simples en el interior de las cadenas. 
Igualmente, la velocidad de polimerizaciôn dependerâ 
de la concentraciôn de cada uno de los monômeros nece- 
sarios para la sîntesis del polîmero, los desoxiribonii 
cleosidos trifosfato de adenina, citosina, guanina y t^ 
mina, que designaremos globalmente por [d NTP].
Segûn este, la expresiôn que da la velocidad de
polimerizaciôn sera del tipo:
V , = k
p V
N,_.t ... Ct^, D, t . vlj . [d NTp]C3»)%0H
Dentro de la constante de velocidad, k^, aparece 
incluîda la influencia de la concentraciôn de la enzima 
en la velocidad de polimerizaciôn, que, como estudiare- 
mos mas adelante, actûa incrementando proporcionalmente 
la velocidad . \E1 de extremes 13 ' L- OH. que posee la 
muestra de DNA es funciôn, en primera aproximaciôn, del 
tiempo de tratamiento degradativo a que ha sido sometida 
para producirlos. Indicamos esta dependencia expresando 
como funciôn de es a variable en cada uno de los
C 3 ’ )pOH
mêtodos degradativos utilizados en este trabajo: t ^ , tiem
po de tratamiento con DNasa; D, dosis comunicada al irra 
diar la muestra de DNA; y t.v, tiempo y posiciôn de velo­
cidad en el tratamiento por agitaciôn a alta velocidad.
El numéro de extremes (3’î-OH que tiene la mues 
tra de DNA utilizada como molde y a la que se ha sometido 
a tratamiento previo de degradaciôn, es realmente funciôn 
del tiempo de polimerizaciôn, ya que ese nûmero puede va­
rier mientras dure la incubaciôn con la enzima en presen- 
cia de los cuatro desoxi^ibonucleosidos trifosfatos por 
dos razones: a) por perderse en forma de rotura doble al 
realizarse la polimerizaciôn y desplazar la rotura simple 
a lo largo de la cadena hasta encontrarse alguna otra ro­
tura simple en la cadena molde, lo cual harîa interrumpir 
la polimerizaciôn y fracturer la molécule en dos fragmen- 
tos, y b) por crearse a causa de la contaminaciôn de en- 
zinfa¥ hTdrolîticas que pueda tener la preparaciôn de DN,A. 
Polimerasa. Esta variaciôn de N._,.„ (t , D, f . v ) con
V 3  /  U  11 D  ^
el tiempo de polimerizaciôn sera tanto mayor cuanto mas 
fuerte sea el tratamiento previo de degradaciôn que haya 
sufrido el DNA creando un nûmero grande de extremes (3’)- 
-OH , y cuanto mas largo sea el tiempo de polimerizaciôn.
Sin embargo, en una primera- aproximaciôn supondremos que 
el nûmero de extremes C3* Xv OH. no varia durante el tiem 
po de polimerizaciôn. En el capitule de Resultados presen 
taremos dates expérimentales que justifican que la apro­
ximaciôn realizada es corrects dentro de los"tiempds ^ e  
polimerizaciôn utilizados en las pruebas^^andard_.
El termine [dNTp] varia a lo largo del tiempo de
polimerizaciôn. Esta variaciôn es tanto mayor cuanto mas
grande sea el n^ de extremes ! C 3 M - O H  ' existentes en la
muestra de DNA. Sin embargo, si se actuase con valores
de [dNTP] iniciales sudicientemente grandes para que las 
VA oy IL et £ os 'Âo 
cantidades de ^ oxinucleosido trifosfato consumidas fuesen
despreciables frente a los valores iniciales, podriamos 
considerar, en una primera aproximaciôn, que el termine 
[dNTPj permanece constante a lo largo de la polimeriza­
ciôn. Lôgicamente , esta suposiciôn sera tanto mas vali­
da cuanto mas corto sea el tiempo de polimerizaciôn.
En el capitule de Resultados presentaremos el in 
tervalo de validez de esta hipôtesis justificando que en 
condiciones expérimentales utilizadas en este trabajo, es 
posible su aplicaciôn a lo que venimos comentando, dentro 
de una aproximaciôn suficientemente buena para la mayo- 
rîa de las muestras. Este termine,por tanto, lo podemos 
incluir dentro de una constante.
De esta manera, la velocidad de*polimerizaciôn 
puede venir expresada pÆ>r: Vp
.;r
” (3')H0H (to' .
donde k représenta una constante de eficacia de la poli- 
merizaciôn^en las condiciones expérimentales fijadas^por 
punto de inicio y por unidad de tiempo.
fs i , como heraos supuesto, el têrmigo Ct^,
, D, no se altera durante t i o m p d ^ -e- polimeriza­
ciôn, la velocidad no variarâ côn el tiempo de polimeriza 
ciôn, Como anteriormente hemos discutido, esto no es cier 
to mas que para tiempos relativamente cortos y para mues­
tras de DNA no muy degradadas, mârgenes entre los que nos 
moveremos en las pruebasStandard de polimerizaciôn. En 
la presentaciôn de los resultados expérimentales obteni- 
dos en este trabajo veremos que, a tiempos cortos, la ve­
locidad es una constante, lo cual justifica las aproxima- 
ciones que hemos realizado. En cambio, a tiempos largos 
de polimerizaciôn, la velocidad varia con el tiempo.
Una vez explicitada de esta manera la velocidad, 
la expresiôn que dâ la polimerizaciôn obtenida quedarâ 
de la forma ;
r  r - K l
f = k tp L” C3-îftOH e  •
donde la polimerizaciôn vendra expresada en cantidad de 
nucleotidos polimerizados en las condiciones expérimenta­
les fijadas despuês de una incubaciôn durante un tiempo 
t p , de cada muestra de DNA con la preparaciôn de DNA Po­
limerasa.
En las pruebas ^ standard de polimerizaciôn se ut^ 
lizaron condiciones de saturaciôn de la enzima, por lo 
que nos indepedizamos de la concentraciôn enzimâtica, v^ 
ri able que, como dijimos, afecta a la constante de veloci­
dad.
Como ademâs ^ y'ios ensayos de polimerizaciôn se ut 
liza un tiempo fijo, C30 minutos), el termino t^ puede 
ser incluido dentro de una constante, K, que englobe tam- 
bién a la que hemos llamado constante de eficacia de poli_ 
merizaciôn. De esta forma, la polimerizaciôn obtenida vez
ira expresada por:
(II.1)p " K- ' |ÿ(3')pOH (^D' ° ’ ■t-v >
Por tanto, en las condiciones de ensayo(standard, 
la Polimerizaciôn P depende sôlo del nO de puntos de ini 
cio C3')-OH originados en el DNA por los tratamientos 
dégradantes previos.
La constante global, K, es una constante de e 
cacia de la polimerizaciôn en las condiciones experimen 
taies fijadas para la pruebaastandard en el DNA, duran­
te el tiempo de incubaciôn t^ . Vendrâ expresada en pi- 
comoles de nucleotido incorporados en las condiciones 
fijadas de incubaciôn, por picomol de punto de inicio.
Va a englobar, por tanto, no solo la eficacia de la DNA 
Polimerasa de unirsa al DNA, sino tambiên la eficacia 
de polimerizar nucleotidos a partir del punto de uniôn 
al DNA, asî como la eficacia para la detecciôn del po­
lîmero sintetizado.
Es decir, représenta el nûmero de nucleotidos 
que, por termino medio, se détecta que se incorporan , 
a la fracciôn polîmero por cada uno de los puntos de 
inicio, grupos C3'L-0H , existentes en el DNA en las 
condiciones de ensayo utilizados. Somos conscientes 
de que la constante de eficacia global puede presen- 
tar algûn tipo de dependencia respecte â la extensiôn 
de la degradaciôn de la muestra de DNA utilizada como 
molde, bien porque la eficacia de detecciôn del polî­
mero sintetizado "de novo" que de diferentemente influ^ 
da por la degradaciôn previa del DNA, bien porgue lo 
que resuite afectado sea la eficacia de la DNA Polime_ 
rasa a unirse a DNAs diferentemente degradados , bien 
porque la longitud polimerizada, una vez unida la en­
zima a uno de los puntos de inicio de1 DNA, dependa de la
tes con el DNA durante el proceso de aislamiento,
b) Los extremos C 3')-OH que se producen durante 
la degradaciôn. Segûn dijimos, el ûnido de los mêtodos 
de degradaciôn utilizados que produce roturas s imp l'es 
con grupos ,C3 ’i-OK es el tratamiento con DNasa, por 
lo que el nûmero de extremos (3')-0H producidos se pue­
de dar como funciôn sôlo de1 tiempo de incubaciôn con 
DNasa.
c) Las roturas simples con grupo C3 M.-OH ' que 
des aparecen por producciôn de rotura doble bien p or 
coincidencia, dentro del intervalo 2h + 1 , de dos rot_u 
ras simples con grupçs .(.3 ' X-OH o bien por coincidencia 
de un extremo (C3’1-0H con otra rotura simple producida 
por cualquier otro mêtodo de degradaciôn.
d) Las roturas simples con grupo C3*X-0H.: libre 
que desaparecen al producirse una rotura simple en la mis_ 
ma cadena a una distancia no demasiado grande para que se 
produzca la desestabilizaciôn del fragmente de cadena exis^ 
tente entre esas dosroturas simples, separândose de la es­
tructura doble hélice. La rotura simple es sustituîda, en^  
tonces, por un fragmente corto de cadena sencilla que une 
dos estructuras bihelicoidales . El extremo ’C3’).-0H" es 
eliminado quedando un nuevo extremo 3 ’ de cadena con un 
grupo terminal distinto, el originado en el ataque del ra^  
dical radiolîtico. Dentro de este termine podriamos in­
cluir también las alteraciones que puede experimentar el 
nucleotido terminal del extremo 3 ’ de la rotura simple, 
asî como cualquier otra alteraciôn que impide .la polime^ 
rizaciôn desde ese extremo por inutilizarlo para la aso^ 
ciaciôn con la DNA Polimerasa y direcciôn de la incorpo^ 
raciôn de un nuevo nucleotido.
De una forma general, se puede expresar el nûm^
ro de roturas simples con grupo C3’1-0E de la aiguiente 
manera
“ tS'iOE ■ '^CS’iOH “ C3'10H
- 2 N^3')0H-(3'10H . „C3'10H-R . ^ C 3 ')0H H i . g )
donde;
^ C 3 ’).DH représenta el nûmero de extremos ( 3 ’}“0H 
iniciales consecuencia de la degradaciôn sufrida por el 
DNA durante el aislamiento.
^C3')0H représenta el nûmero de extremos
( 3 OrOH producidos en la degradaciôn enzimâtica del DNA.
N^^  ^^  représenta el nûmero de fracturas
producidas por coincidencia de dos extremos ( 3 ')*'0H.
^RD ^ represents el nûmero de fracturas pro^
ducidas por coincidencia de. un extremo (3’)“0H y una rotu 
ra simple producida por cualquier otro procedimiento de 
degradaciôn.
C 3 ’ ) OHNp represents el nûmero de extremos C3')~0H
aptos para la polimerizaciôn perdidos por cualquiera de 
las causas explicitadas en el apartado d ) anterior.
.Cada uno de los terminos de la expresiôn (II.2; 
.se--P-Tiede-expliciter en funciôn de la densidad de roturas 
simples,
As 1 :
^(3')0H ^ ^(3')0H
^ C 3 ’10E '^^C3’iOH
+ 1) (-<i(3 .)0 H (-tg. D. t.v))^ (II.3)
N^3')0H-R  ^ (h(,,)0M + hx +
+ d) ^^(^3 1 ) OH , D , t.v)) . (dp (tp, D, t.v)) (11.1+)
= Np (h^3,)0„ . hR .
t ^^(3 ' )0H t . v))(dp(tp , D, t.v)) +
+ a . (dp Ctp, D, t.v)) (II.5)
donde N y son, respectivamente, nûmero de nucleotidos 
y nûmero de pares de nucleotidos totales de la muestra, 
y ^^ 3 »^QH densidad inicial de roturas simples con
extremos (3')-0H que posee la muestra anteriormente a 
cualquier tratamiento degradativo. a es el factor de pro 
porcionalidad para dar la fracciôn de roturas simples ra 
diolîticas que dan lugar a alteraciôn del nucleotido tejr 
minai 5 * de una rotura simple preexistente o a cualquier 
otra alteraciôn que impide la polimerizaciôn desde el ex 
tremo.
Por *^ (_3I)o h (tg) queremos indicar la densidad 
de extremos (3’)-0H producidos durante el tratamiento de 
degradaciôn. Lo representamos en funciôn del tiempo de 
tratamiento con DNasa porque , segûn comentamos y a ante^ 
riormente , este es el ûnico tratamiento entre los que 
hemos utilizado que produzca extremos ( 3 ’)-0H al degra
dar al DNA.
En la expresiôn para el calcule del numéro de frac 
turas producidas por coincidencia de dos roturas simples, 
tenemos en cuenta que tal como dijimos, no es necesario 
que esa coincidencia sea estricta, sino que mientras que 
las dos roturas simples estên separadas por un intervalo 
igual o menor que 2V1 + 1 , intervalo de desestabilizacion 
alrededor de una rotura simple, se producirâ rotura doble. 
La probabilidad de producciôn de fractura vendrâ, por tan 
to, corregida por elcfactor de amplificaciôn 2h + 1 .
Igualmente , en el câlculo del nûmero de fracturas 
producidas por coincidencia de un extremo (3’)-0H con otra 
rotura simple con cualquier otro grupo en el extremo (por 
ser, por ejemplo de origen radiolîtico), habrâ que tener 
tambiên en cuenta la no necesidad de coincidencia estric_ 
t a , y por tanto corregir la probabilidad mediante el fac_ 
tor * hp t 1 ) 9 obtenido al utilizar un interva_
lo de desestabilizaciôn promedio entre los intervalos de 
desestabilizaciôn correspondientes a la apariciôn de un 
extremo (3')-0H y a la producciôn de una rotura simple 
de origen radiolîtico.
La fractura, en este caso, sucederâ con una pro­
babilidad que debe ser el producto de las probabilidades 
de que se produzcan cada rotura de enlace, la radiolîti- 
ca y la enzimâtica corregidas por ese factor de amplifi­
caciôn de probabilidad de rotura doble.
Por Ctg. D. t.v) y (t^. D, t.v) que-
remos expresar respectivamente, la densidad de roturas 
simples con extremos (3')-0H y la de las que posean cua_l 
quier otro grupo extremo, que existen en el DNA despuês 
de someterlo a un a incubaciôn con DNasa durante un tiem­
po tjj, o a una irradiaciôn hasta una dosis D, o a un Tr_a
tamiento mecanico por agitaciôn durante un tiempo t , 0-.^ 
una posiciôn de velocidad v. Estas densidades , por tan 
to, tienen en cuenta que algunos de los extremos CS’XOH 
se habrân perdido como puntos de inicio eficaces para 
la polimerizaciôn por estar situados en los extremos de 
las cadenas al formar parte de una rotura doble. Podrîan 
entonces venir expresadas como: ,
^ C3’)0H ^ ^(3’)0H ^C3»)0H
_(3')0H-C3')0H ,C3’)0H-R .
- ^RD ■ ^RD C i l . 6)
Ctg. D. t.v) = (D) - d*-K -
- d^n' CII .7)
V*
/
siendo d_CD) la densidad de roturas simples con cual­
quier otro grupo extremo, concretamente en nuestro ca­
so, la densidad de roturas simples radiolîtica, por lo 
cual la podemos representar en funciôn de la dosis; y 
^(3-)0H-(3')0H^ a(3')0H-R ^ ,R-R densidades de rotu
ras dobles ocasionadas por coincidencia de dos extremos
(3’L-OH, un extremo C3'1-0H y una rotura simple radiol_î
tica, y de dos roturas simples radiolîticas respectiva-
(3*)0H— (3*)0Hmente. Las densidades de rotura doble d^^ y
^ necesarias para el câlculo de las densidades
RD
de roturas simples con grupos (3 *)OH y con cualquier 
otro grupo, vienen a su vez dadas por expresiones dedu 
cidas de las (II.3) y (II.4) dividiêndolas por :
+ 1 )  ! XOH D ,  t . v i l
La densidad de rotura doble d^^ viene dada por
la expresiôn
dRD* = tZhR+li Cdj^ Ctp,D.t.v))2
con lo que al sustituir en Cll.6) la expresiôn para
^C3')0H (to'D.t.vl, queda:
^ C 3 ’ " ^ ( 3 ’lOH
2
( 2 h ^ 3 , ^ 0 H  ^ ^  ^ ^(3 ’ ^
^^C3' 1 0 H * ^ R * ^ ^ ( ^ C 3 '  ) O H ^ ^ D
que al ser una expresiôn cuadratica obliga a reagrupar 
terminos para despejar en la ecuaciôn de segundo grado,
+ !ih(3')0H+hR+l) -(dRCtD'D.t.v^l + ij (d^ 3 , t ^  .D ,t.
o
^^C3’)0H ^C3')0H 0
donde la variable viene dada por:
( h ( 3 , ) 0 H + h R + l )  ( < i R C t j , , D . t . v ) t l )
'\jEh(3')0H+hR+l) (dR(tQ.D,t.v)+^|
(3’ )0H
2
—  +
2(2h,,,,nw+l)
\j\ç2h^3» C^C3»)0H ^ ^(3* )OH^'^D^_
(II.8)
Igualmente podemos hacer para d Ct ,D,t.v) sus-
tituyendo en (II.7l
dj^Ct^ ,D ,t. vl = dj^(D) - (2hj^+l) ( d j^ (t , D , t . v ) ) ^
de donde se deduce que
dRCtQ,D,t.v) =
2C2 + I J
2C2 + 1 )
2C2 + 11
La expresiôn (II.8) es demasiado oompleja en 
su forma para poder deducir el tipo de variaciôn que pu^ 
de experimentar ^ ( 3 »)qh^^D ’^ ^ ^  cualquiera de las
variables t ^ , D, 6 t.v, sobre todo teniendo en cuenta 
que el termino dj^ ( t ,D , t . v ) aparece solamente indicado 
en la expresiôn (11,8), teniendose que deducir su valor 
a partir de la expresiôn (II.9), donde aparece explici- 
tado en funciôn de la dosis.
A una expresiôn mucho mas simple y manejable 
para el câlculo de 3 ») q h ^ ^ D s e  llega si se sim 
plifica dentro de las expresiones (II.6) y (II.7) cuan- 
do tienen en cuenta el nûmero de extremos (3’)-*0H perdi
dos a causa de la formaciôn de rotura doble.
Las densidades de roturas simples d^ ^  t , D  ,t. v)
y dj^Ct , D ,t. y ) obtenidas por las expresiones (II.6) y 
(II.7) respectivamente, estân consideradas a su vez den­
tro del câlculo del nûmero de roturas dobles en las expre^ 
siones Cll.31 y CII.41. Por tanto, al eliminar los têrmi- 
nos de densidad de rotura doble dentro de las expresiones 
(II.6) y (II. 7), representarîa eliminar târminos de dens_i 
dad al cuadrado frente a termines de densidad dentro de un 
termino cuadrâtico. La simplificacion consistirâ, por coii 
siguiente , en la eliminaciôn de los termines de densidad 
de potencia superior a 2 en la expresiôn (II.2).
En la simplificaciôn, las expresiones (II.3),
( I I . y  (II.5) quedan sustituidas por las siguientes:
^ ( 3 ’)0H
= »p ( h ( 3 ' ) 0 H + h R + l )  < < 3 ' ) 0 H  +
^( 3 ' )0H
^p ^p ^^(3’)0H
^ ( 3 ’)0H + a d%(D)
Teniendo ya explicitados todos los termines de 
la expresiôn (II.2) en funciôn de la densidad de rotu-
ras simples, podremos escribir, utilizando la relacion 
obtenida entre polimerizaciôn y n^ de grupos (3')-0H 
existentes como roturas simples en la muestra , (1 1 .1 ) , 
que la polimerizaciôn puede venir expresada como:
P = KN ^ C3’ lOH ^C3'
- a d^(D) (11.10)
III. MATERIALES Y METODOS EXPERIMENTALES.
Las operaciones que constituyen la parte experi­
mental de este trabajo estân orientadas a la detecciôn del 
tipo de modif icaciôn de la capacidad como molde" p'ara' ï.â“ pd 
limerizaciôn de muestras de DNA diferentemente alteradas 
cuando estas actûan frente a la DNA Polimerasa. Este he- 
c ho, y el que nos hayamos limitado en la observaciôn al 
aspecto macromolecular exclusivamente, condicionan las ope 
raciones realizadas.
Asî, todas las operaciones llevadas a cabo y que 
comentaremos en este capitule, estân orientadas al aisla­
miento, caracterizaciôn, modificaciôn y seguimiento. de la 
alteraciôn de las preparaciones de DNA, asî como el aisla 
miento y caracterizaciôn de las preparaciones de la enzi­
ma utilizada en la detecciôn de la capacidad molde, la DNA 
Polimerasa.
III.1. AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE PREPARACIONES DE 
DNA:
El hecho de que la composiciôn y estructura de 1 
DNA es ten cl arament e establecidas , y tengan carâcter univer_ 
sal, condiciona el que el anâlisis de una preparaciôn con 
s ista en la comprobaciôn de que sus caracteristicas se 
ajustan a una serie de dates tipicos de*la estructura pro 
puesta.
Es de destacar que, aunque nuestro objetivo es el 
conocimiento de la estructura local de las discontinuida- 
des intermonomericas, hemos situado la observaciôn a ni- 
vel de modificaciôn de propiedades macromoleculares , lo 
que ha condicionado el uso de una metodologîa que permite 
seguir las variaciones en la heterogeneidad de la prépara
ciôn, eximiêndonos del anâlisis quîmico detallado de las 
modificaciones a nivel nucleotido.
III.1.1. AISLAMIENTO DE DNA.
El haber elegido la observaciôn de las modifica- 
ciones de las caracterîsticas macromoleculares condicio­
na , igualmente, los mêtodos de aislamiento de DNA elegi- 
d o s , ya que imponen aquellos mêtodos en los que se altera 
lo menos posible la estructura, haciêndose deseable un 
alto grado de polimerizaciôn en la muestra obtenida.
En el aislamiento de DNA las operaciones necesa­
rias para la eliminaciôn de proteinas, âcidos ribunuclê^ 
C O S ,  etc., acarrean una disminuciôn muy importante de ta^  
mano de la molêcula original. Esto hace que normalmente 
se admita como buena una preparaciôn cuyo peso molecular 
medio sea muy inferior al de la molêcula en la cêlula, 
si al menos conserva la estructura doble hélicoïdal y el 
grado de polimerizaciôn no es demasiado bajo. Las carac- 
terizaciones que se realizan sobre las preparaciones des^ 
puês de1 aislamiento nos indican el grado de bondad de 
la preparaciôn obtenida haciendo especial r e f e r e n d a  a 
sus caracterîsticas macromoleculares.
III.1.1.1. Material biolôgico de partida.
El DNA utilizado en este trabajo ha sido aisla- 
do de Pseudomona sgyastanoi (CECT 93), a partir de célu- 
las cultivadas en el laboratorio. Se eligiô este material 
biolôgico de partida porque se conseguîan de êl prépara 
clones de DNA con un mayor grado de polimerizaciôn , con 
diciôn que requerîamos al mâximo para nuestro trabajo.
Los cultivos realizados se llevaron hasta la fa_ 
se estacionaria de crecimiento en fermentador (10 litros ) 
a fin de conseguir el mayor rendimiento posible. La pas 
ta de cêlulas se proceso inmediatamente a su obtenciôn por 
centrifugaciôn continua del cultivo.
La composiciôn del medio utilizado aparece en la 
Tabla 3* Las condiciones de cultivo han sido: 37°C, airea^
ciôn con un caudal de 8 1/min. y agitaciôn centrîfuga a 
200 rpm.
Excepcionalmentej y sôlo para caracterizaciones 
de las preparaciones enzimâticas y ensayos rutinarios de 
las metodologîas, se ha utilizado en este trabajo un DNA 
aislado de mamîfero, el procedente de timo de têrnera.
El ôrgano, extraîdo de1 animal recien sacrificado, se con_ 
gelaba inmediatamen^e con aire lîquido para su traslado 
al laboratorio dônde se conservaba a -20°C hasta el mo- 
mento de comenzar el proceso de aislamiento.
TABLA 3
MEDIO DE CULTIVO PARA P. SAVASTANOI.
COMPOSICION FINAL POR LITRO
KCl 1 »5 g. NagSO^ 0,05 g. Glucosa 1,0 g.
NH^Cl 0,25 g. MgClgGHgO 0 4  g . Acido c^ 
s amino 10,0 g.
NaCl 5,0 g. CaClg 2,0 mg. .
6 ,1 g. FeClg 2 ,0 mg.
KHgPO^ 3,0 g . Glicerina 1,5 m l .
La glucosa y el âcido casamino, se estilizaron 
por separado de la soluciôn de sales.
III.1.1.2. Mêtodos de aislamiento de DNA.
Para el aislamiento de DNA de P. savastanoi hemos
-  (303)utilizado el mêtodo de Marmur y para el de DNA de
timo de ternera el mêtodo de Kay^^^^^. Ambos mêtodos son
clâsicos para ambos tipos de materiales.
En lo que respecta al aislamiento de DNA bacte- 
riano, los puntos mas importantes a considerar son los 
s iguientes ;
La lisis de las cêlulas se realize por tratamien 
to con lisozima, enzima que c.ataliza la hidrôlisis del 
mucopêptido de la pared celular, seguido de la acciôn de 
un detergente ; esta acciôn coordinada lievô, la mayoria 
de las veces, a una lisis total. En esta etapa se sigui^ 
ron las indicaciones de F r e y f e l d e r ^ \
Se tuvo especial cuidado para lograr la inhibi-
c.iôn de las nucleasas , cosa necesaria para obtener un p^
so molecular aceptable. Para ello se trabajô a bajas tem
peraturas , procurando que el tiempo transcurrido desde
la lisis a la desnaturaciôn de las proteinas fuese lo mas
corto posible y utilizando en las soluciones de lisis un
detergente y un agente quelante de iones divalentes , espe_ 
21cialmente Mg 
requerimiento.
 + , de los que las nucleasas tienen especial
La purificaciôn se centrô , fundamentalmente, en 
la eliminaciôn de las proteinas y del RNA. Las primeras 
fueron"eliminadas por desnaturaciôn en la interfase for^ 
mada en la emulsiôn fenol-agua. La desproteinizaciôn con 
fenol présenta ventaja respecte a la realizada con cloro^ 
formo isoamîlico, ya que el nûmero de tratamientos es m^ 
nor, lo cual interesa desde el punto de vista de rendi­
miento.
El RNA fue eliminado por la acciôn de la ribo- 
nucleasa, que hidroliza al RNA liberando mononucleoti­
des pirimidinicos dializables , dejando una fracciôn no 
dializable que contiens la mayor parte de los nucleoti 
dos pûricos, por lo que el aislamiento finaliza con una 
precipitaciôn selectiva del DNA con alcohol isopropîli 
c o .
El rendimiento obtenido de esta forma ha sido 
de 3 mg./g. de cêlula
III.1.1.3. Conservaciôn y disoluciôn de las muestras 
de DNA.
Normalmente hemos tratado de reducir al mînimo 
el nûmero de precipîtaciones y, por esta razôn , los pe- 
quehos lotes de DNA, cuyo consumo iba a ser inmediato, 
se han conservado en soluciôn. Cuando la conservaciôn 
debîa prolongarse el DNA se precipitaba con etanol, se 
lavaba con etanol absoluto y acetona y se desecaba a v^ 
cio, tras lo cual se conservaba por debajo de 0°C. La 
redisoluciôn de este producto es lenta y al hacerla he^  
mos tratado de evitar tratamientos mecânicos como bomo^ 
geneizaciôn, agitaciôn, etc., que pudieran dar lugar a 
degradaciones mecânicas. En general, el procedimiento 
ha sido dejar "hinchar" el producto en el solvents du­
rante una noche y a continuaciôn agitar* muy suavemente 
hasta la total disoluciôn; de ordinario se ha utiliza­
do SS (0,15 M NaCl).
t
III.1.2. CARACTERIZACION DE LAS PREPARACIONES DE DNA.
III,1.2.1. Pureza del DNA.
Se pueden resumir en dos las impurezas que , da
do el mêtodo de aislamiento empleado, son mas probables 
en las preparaciones de DNA: proteinas y RNA.
Se ha realizado sistematicamente el control de
estas impurezas en nuestras preparaciones por la .yalor^
ciôn colorimêtrica segûn el mêtodo de Lowry^^^^\ en el
caso de proteinas , y por el mêtodo de Schmidt-Thannhau-
(307)
sser en el'caso del RNA.
Ambos mêtodos son fracamente adecuados para es- 
tos contrôles de pureza de una preparaciôn de DNA aunque 
presentan el inconveniente de que una detecciôn a nivel 
del 1% exige el consumo de cantidades de preparaciôn del 
orden de 1 mg.
111.1,2.2. Determinaciôn del contenido en 2-desoxirribo- 
s a .
Un control de la preparaciôn de DNA consiste en 
la comprobaciôn de que su composiciôn responds a las ca­
racterîsticas de la unidad monomêrica del DNA prévisible 
dentro del modelo Watson-Crick,
La comprobaciôn de la relaciôn equimolar entre 
base - desoxirribosa - fosfato, es posiblemente, la me j or 
comprobaciôn de la ausencia en proporciones importantes 
de p 9 lin uc leot i dos dis tintos àl DNA.
La determinaciôn quantitativa de desoxiPribosa
(308) >se realizô por el mêtodo de Dische , segûn la modi-
(309)ficaciôn de Burton , utilizando como patrôn DNA o de^
soxiadenosina. En las condiciones de hidrôlisis de este 
mêtodo solo se liberan los azûcares unidos a bases pûr^ 
cas , dada la diferencia de estabilidad del enlace N-gl_u 
cosîdico unido a una purina o a una pirimidina, lo cual
no es un inconveniente si se efectüa la correcclôn ade- 
cuada.
III.1.2.3. Determinaciôn del contenido en fosforo.
La determinaciôn del contenido en fôsforos se 
realizô por el mêtodo de G r i s w o o l d ^ ^ , basado en el 
desarrollo de color que se produce en la reducciôn del 
aniôn complejo fosfomolibdato por el âcido l-animo-2- 
-hidroxinaftalen-4-sulfônico. La formaciôn del complejo 
fosfomolibdato exige la mineralizaciôn previa, a orto- 
fosfato, del fôsforo présente en la muestra de DNA.
III.1.2,4. Determinaciôn del coeficiente de extinciôn 
molar,
El coeficiente de extinciôn molar del DNA es un 
parâmetro caracterîstico de su estado estru^tural, has­
ta el punto de que variaciones en su valor indican hasta 
que punto esta desnaturado.
En principio, un alto valor para este coeficien 
te podrîa indicar la presencia de RNA contaminante. Sin 
embargo, experiencias realizadas en el laboratorio de- 
muestran que sôlo contaminaciones de RNA superiores al 
30% pueden interferir en el mêtodo, contaminaciones, 
por otra parte , fâcilmente détectables por la têcnica 
de Schmidt-Thannhausser.
La comprobaciôn de la equimolaridad de> azûcar 
y fosfato con la base se realizô por câlculô del coe­
ficiente de extinciôn molar, referido a fôsforo o de­
soxirribosa, del DNA. El conocimiento de la absorciôn 
de las muestras en las que despuês se analizaba fôsfo^
ro o desoxiribosa permite obtener el eCp 1. Un valor de 
6450 garantiza estar en presencia de una muestra que res^ 
ponde a las caracterîsticas estructurales fundamentales 
de la doble hélice que es el DNA.
111,1.2.5. Determinaciôn de la relacion de bases.
La determinaciôn cromatogrâfica de la relacion 
de bases de las muestras de DNA se realizô sobre capa 
fina', de celulosa (MN 300) tras hidrôlisis de las mues­
tras en âcido fôrmico concentrado durante 45 minutos a 
175°C. Los dos solventes utilizados han sido: metanol- 
-âcido clorhîdrico concentrado-agua (70/20/10 V/V) y 
sulfato amônico (sol, saturada)-fosfato dipotâsico IM- 
-isopropanol (.77/20/3 V/V). La cuantizaciôn de las mar^ 
chas se realizô por eluciôn y espectrofotometrîa.
III.1.2.6. Curvas de transiciôn térmica.
Las caracterîsticas de la transiciôn conforma- 
cional inducida por calor de un a muestra de DNA permi- 
ten conocer cual es su estructura y estabilidad, asî 
como saber si existen modificaciones locales de la 
estructura doble helicoidal, siempre que estas afecten 
a la cooperatividad, o estabilidad de la estructura.
Por otra parte, es bien conocido que la estabi^ 
li dad de la estructura nativa de1 DNA esta relacionada 
cDh la composiciôn en bases de ese DNA debido a las d^ 
ferentes posibilidades de formaciôn de enlaces de hidr^ 
géno de los pares de bases posibles y, también, a las 
diferentes interacciones de apilamiento en funciôn de 
las bases.
El estudio de la transiccion se efectuô estu- 
diando la variaciôn de la absorbencia de una muestra 
en funciôn de la temperatura, mediante el uso de un 
sistema de termostatizaciôn del compartimiento de cu- 
betas de un espectrofotômetro UNICAM SP700, y midien- 
do la temperatura en el interior de la cubeta de mues 
tra mediante la introducciôn en ella de la soldadura 
de un termopar calibrado.
En la siguiente tabla 4 se reunen los datos 
de caracterizaciôn de las diferentes preparaciones de 
DNA que han sido utilizadas en este trabajo.
' TABLA 4
(P)
Abscia.100°C Tm GC%^^ ^ %Prot %RNA
Abs cia. 25°C
P . Savastanoi 1 68251120 1 ,36 95 ,8°C 6 6,511,7 1,0
P . Savastanoi 2 6921+250 1,38 97 ,6°C 1 ,6
P . Savastanoi 3 69231180 1,37 9 6 ,2°C 1.2
Timo de ternera 1 64201100 1 ,40 8 6 ,0°C 43,510,7 1.8 1,0
Timo de ternera 2 65101150 1 ,42 86 ,5°C 1,0 1,8
Timo de ternera 3 64801130 1 ,41 86 ,7°C 1.6 1,^
Cl) Datos promedio 12 hidrolizados y cromatografiados 
en capa fina. Corresponden a las preparaciones.
III.1.2.7. Cromatografîa en DEAE-Celuiosa
Para poder seguir la degradaciôn, por las dif^ 
rentes metodologîas utilizadas, de una muestra de DNA
se utilize una técnica que proporciona informaciôn sobre 
la variaciôn de la heterogeneidad de la poblaciôn molecu 
lar que constituye en general una muestra de DNA. Esto 
se realizô mediante cromatografia en DEAE-celulosa.
La cromatografîa centrifugada sobre pulpa de pa
pel de DEAE-celulosa, ha sido descrita como un mêtodo
que reune la sensibilidad y reproductibilidad en el frac
cionamiento de preparaciones de DNA en funciôn de su pe- 
(311 312)so molecular * , siendo tambiên sensible a la des-
naturaciôn de la preparaciôn, aunque no lo sea, como ha 
sido comprobado, a la existencia de roturas simples o pe 
quenas desnaturaciones locales.
Esta têcnica permite observar la variaciôn de 
los porcentajes de muestra de diferentes tamanos traba- 
jando, sin embargo, con una muestra polidispersa ; es de_ 
cir, la observaciôn de un material homogêneo dentro de
t
una muestra héterogênea.
A parte de la necesidad de una têcnica de este 
tipo para el trabajo que se ha realizado, un a peculiar 
ventaja del mêtodo que lo hacia deseable ha sido que su 
sencillez y rapidez permite manejar gran nûmero de mues_ 
tras simultâneamente, paliando de esta manera lo exten­
so de 1 trabajo a realizar.
La.DEAE-celulosa que hemos utilizado es la Wat- 
raan DE-81 tratada con NaOH IM y lavada y equilibrada con 
tampôn fosfato sôrensen 0,01 M. La cromatografîa se ha­
ce utilizando 0,5 g de DEAE-celulosa ya tratada. La car- 
ga se realiza con una soluciôn de DNA que contiene entre 
150 ug de DNA y 500 u g , cuando el seguimiento se reali­
za mediante espectrofotometrîa U V , o la cantidad necesa­
ria para una buena detecciôn cuando se utiliza DNA ra­
diant ivo .
La concentracion iônica de la soluciôn debe 
ser igual o inferior a 0,2 M Na"*" y el pH debe ser pro 
■ximo a 7.
En las condiciones de carga descritas el DNA 
es retenido sobre la DEAE-celulosa *» se pasan 10 ml. 
de cada uno de los eluyentes que aparecen en la ta­
bla 5, acelerando su paso por centrifugacion a apro- 
ximadamente 150 x g y se recogen los eluîdos, dônde 
se détermina la cantidad de DNA por espectrofotome- 
trîa o contage en centelleo segûn que el DNA sea o 
no marcado.
TABLA 5
Eluyente 1 0 ,01 M Fos fate (so'rensen ) pH 7,0
Eluyente 2 0 ,01 M Fos rate (sorensen) pH 7,0 0 ,14 M NaCl
Eluyente 3 0 ,01 M Fosfato Csorensen ) pH 7,0 0 ,50 M NaCl
Eluyente 4 0 ,01 M Fos fate Csorensen) pH 7,0 1 ,50 M NaCl
Eluyente 5 2 ,00 M NaCl, 0 ,2 M NH^OH pH 10 ,9
Eluyente 5 2 ,00 M NaCl, 0 ,4 M NH^OH pH 11,1
Eluyente 7 2 ,00 M NaCl, 1 ,0 M NH^OH pH 11 ,4
Eluyente 8 1 ,00 M NaOH pH 14,00
El percentage de densidad optica en cada uno de 
los eluîdos représenta el percentage en peso de muestra 
con un determinado grade de polimerizaciôn. La disper­
sion observada en la estimaciôn de estes percentages es 
inferior al 10%, excepte cuando el percentage de la fra^ 
ciôn es inferier al 5%, en cuye case la dispersion puede 
ser mayor.
Ha side cemprebade^^^^que la cremategrafîa que 
nos ecupa fpacciena en funciôn del peso molecular, desde 
el punte de vista semicuantitative.
III.1.2.8. Determinacion de la viscosidad intrînseca.
Las medidas de viscosidad se ban realizado en un
viscosîmetro tipo Couette , el "low shear viscometer" de
Beckman, que responde en todo a las caracterîsticas del
C 31 3 )modelo descrito por Zim y Crothers , El trabajar a
concentraciones del orden de 10 ug/ml y a gradientes de
—  ^
velocidad de 0,4 sg , nos ha permitido evitar las extr^ 
polaciones por ser la viscosidad intrînseca en esta zona 
independiente de dichos paramétrés expérimentales.
Pese a la no dependencia aparente respecte a la 
concentracion debido al hecho de trabajar en soluciones 
muy diluîdas , hemos hecho una correcciôn por concentra­
cion de acuerdo con la expresion:
^ = Cn) + k ’ Cn^) C ...
utilizando como valor para la constante k ' de Huggins 
0,5, de acuerdo con lo que ha sido propuesto por Eig- 
ner et al.^^^^^ y, tambiên por Crothers y Zim^^^^^. Sal^ 
vo para los valores de viscosidad superiores a 100 dl/ 
/g, las correcciones han sido siempre infeniores âl 3%,
El câlculo de pesos moleculares a partir de los 
datos de viscosidad se hizo por mèdio de las expresio- 
nes propuestas por Eigner y Doty^^^^^. La utilizaciôn 
de estas expresiones ha requerido la realizaciôn de las 
medidas en SSC, Las expresiones son:
-  7 1 32
(n) = 1,01 X 10 M * hasta 2 M Daltons
(ni = 6,90 X lO"^ de 2 a 130 M Daltons
III.1.2.9. Sedimentacion eri gradiente de sacarosa.
Las centrifugaciones en gradiente de sacarosa, 
se realizaron en una ultracentrifuga Spinco L2 , y los 
gradientes se preformaron en un equipo formador de gr^ 
dientes de concentracion. La inclinaciôn de los gra­
dientes y la velocidad de centrifugacion se variô en 
funciôn de las caracterîsticas de las muestras que se 
analizaron.
Los detalles metodolôgicos se siguieron de van
r 317 )
der Sch-ans et al. . La deteccion se realizô en to-
dos los casos por contage en centelleo de las fraccio- 
nes recolectadas tras la perforaciôn inferior del tubo 
y su vaciado bajo presiôn controlada. Alguna de las 
muestras se destinaba a refractometrîa a fin de deter­
miner la pendiente del gradiente de concentracion de 
sacarosa en funciôn de la distancia al eje de giro.
Los coeficientes de sedimentaciôn no se estim^ 
ron por la introducciôn de un DNA de r e ferenda, sino
por câlculo a partir de las tablas y expresiones al efec^
(318) -•to propuestas por McEwen . Esta determinaciôn de coe_
ficientes de sedimentaciôn no da valores absolutos , pe- 
ro son coherentes internamente y, por tanto équivalen­
tes, salvo un factor, a los determinados por ultracen- 
trifugaciôn analîtica.
III.2. METODOS DE DEGRADACION DE DNA.
III.2.1. DEGRADACION POR IRRADIACION CON GAMMA*
Debido a que la irradiaciôn del DNA se efectuô 
siempre en soluciones diluîdas, y por tanto el efecto 
sobre el biopolîmero sucede indirectamente a travës de 
reacciôn con las especies radicales radioinducidas en
el a g u a , las caracterîsticas de la radiaciôn ionizante 
utilizada no eran especialmente importante en este tra 
bajo. Est'o nos ha permitido escoger como radiaciôn aque^ 
lia cuya fuente nos era mas fâcilmente accesible. As 1 
pues hemos utilizado la unidad de irradiaciôn NAYADE de 
la Secciôn de Isôtopos de la Direcciôn de Quîmica de la 
JEN.
La fuente de irradiaciôn NAYADE, de tipo pisci­
na esta compuesta de 24 elementos actives de ^^Co con 
una actividad total de 10.000 Ci. La muestra se situa 
en el centre de una capsula que baja hasta ajustarse en 
la geometria correspondiente en el fonde del pozo Ccir 
cunferencia de elementos actives). La posibilidad de ce 
locar las muestras a diferentes alturas dentro de la câg_ 
sula, la utilizaciôn de geometries de distintos diamè­
tres y diferentes numéros de elementos nos ha permitido 
irradier a intensidades de dosis ent.re 2 y 50 Krads/min.
Las soluciones de DNA para irradiaciôn se prepa- 
raron en todos los casos en SS (0,15 M NaCl).. Los tubes 
de irradiaciôn se lavaban previamente a su use con mez- 
cla crômica para evitar la presencia de materia orgânica 
extrana en la soluciôn.
El control de las intensidades de dosis y de las
(319)dosis comunicadas se realizô por dosimetrîa Fricke ,
en las mi s mas condiciones en que se efectûaba la irradia^ 
ciôn.
III.2.2. DEGRADACION POR TRATAMIENTO ENZIMATICO.
La degradaciôn de las soluciones de DNA por tra-
tamiento con DNasa se realizô en las condiciones descri- 
( 320 )tas , con algunas modificaciones que comentaremos.
Las soluciones de DNA para esta degradaciôn se
prepararon en todos los cas.os en SS. Para poder traba-
jar con una mayor sensibilidad a la bora de escoger el
grado de degradaciôn que se querîa producir en el DNA
por el tratamiento enzimâtico, sin que por elld'nos" Tie
vara a la utilizaciôn de tiempos demasiado largos, se
modified la relaciôn DNA/DNasa de la mezcla a incubar,
previa una bûsqueda de las majores condiciones, ut i1i-
4zândose en todos los casos una relaciôn de 10 . Se uti
lizô DNasa I CE.C. 3.1.4.5.) pancreâtica.
Se bicieron cineticas incubando muestras inde- 
pendientes en diferentes tiempos, comprendidos entre ce 
ro y seis boras. Las muestras eran conservadas a -20°C 
para su estudio posterior.
III.2.3. DEGRADACION POR TRATAMIENTO MECANICO.
La degradaciôn mecânica de las soluciones de DNA 
se realizô mediante utilizaciôn de un homogenizador de 
cuchillas a alta velocidad modelo VIRTIS "45" , que pue­
de trabajar hasta 45.000 rpm. Este aparato posee dife­
rentes posiciones de selecciôn de velocidad que han si­
do utilizadas para producir diferentes grades de degra­
daciôn en las muestras de DNA. Para cada una de las veljo 
cidades seleccionadas se realizô cinêtica a diferentes 
tiempos oscilando entre 0 y 5 minutes , perîodo en que se 
alcanza la degradaciôn maxima para cada velocidad de ag^ 
taciôn. Para poder expresar los puntos de la cinêtica con_ 
seguidos mediante este procedimiento se dâ como varia­
ble arbitraria el producto de la posiciôn elegida para 
obtener cada velocidad por el tiempo de tratamiento rea_ 
lizado.
Las soluciones de DNA tratadas se prepararon en 
todos los casos en S S . Las muestras, una vez tratadas, se
conservaron a -20°C, para su estudio posterior. Para su 
conservacion, cada muestra tratada se dividio en cuatro 
partes para su estudio por cromatografia, viscosidad, 
curva de transiccion y prueba de polimerizaciôn.
III.3. AISLAMIENTO PE DNA PQLIMERASA.
Para estudiar la capacidad como molde de las mues_ 
tras de DNA diferentemente degradadas , necesitabamos. de 
una preparacion de DNA Polimerasa altamente purificada, 
teniendo especial cuidado de que estuviese carente de DNA 
contaminante o de cualquiera de las DNasas , sobre todo de 
las endonucleasas, ya que la presencia de DNA interne en 
la preparaciôn enzimatica podria enmascarar los resulta- 
dos en el ensayo de polimerizaciôn para las distintas 
muestras de DNA alteradas y la contaminaciôn con nuclea- 
saSpodrîa producir, durante la polimerizaciôn,la altera- 
ciôn simultânea de la muestra de DNA en estudio. Por es­
tas razones nos decidimos a realizar el aislamiento de 
la enzima puesto que las pruebas realizadas con las pre- 
paraciones existantes en el mercado no resultaron satis- 
factorias a este respecte. En el aislamiento y purifica- 
ciôn de la enzima se tuvo especial cuidado en atender a 
estes dos aspectos citados.
El aislamiento de la DNA Polimerasa se llevô a 
cabo a partir de pasta de cêlulas de E. coli B (CECT 
101) obtenida por crecimiento en el laboratorio como a 
continuaciôn se describe.
III.3.1. MATERIAL BIOLOGICO DE PARTIDA.
Uno de los problemas mas importantes planteados 
en el aislamiento de una enzima es la enorme cantidad 
de cêlulas de partida necesarias para su extracciôn. Zs
to signifies disponer de bastantes kilogramos de pasta
de celula y por tanto de miichos litres de cultive. Este
problems se resolviô en el laboratorio por un proceso
 ^ C 3 21 )de cultive casi continue siguiendo un mêtodo de
producciôn de cêlulas bacterianas. a gran escaia y uti­
lizando el medio que aparece descrito en la Tabla 6. La 
utilizaciôn de es e medio conjuntamente con fuertes aires 
ciones , permite llegar hasta concentraciones de cêlulas 
que dan una turbidez de 15 U.O./ml. medidos a 760 mu.
El llevar la producciôn de cêlulas por un proce
so continue, ademâs de conseguir un mayor rendimiento
en la obtendiôn de grandes cantidades de cêlulas, garan
tiza que la recogida de1 material de partida para el sis
lamiento enzimâtico se hace siempre en la fase exponen-
(321)
cial de crecimiento
Las cêlulas bacterianas fueron extraîdas del me^  
dio mediante centrifugacion continua. La pasta de cêlu- 
la fuê conservada a -20°C, hasta su posterior utiliza­
ciôn, sin que esto produjera disminuciôn de la actividad 
especîfica de la enzima aislada, como se comprobô en dis^ 
tintas porciones.
TABLA 6
Medio de cultivo continue para E. coli B 
Composiciôn final.
Cloruro magnêsico 
Molibdato amônico 
Sulfato ferroso 
Sulfato potâsico 
Sulfato amônico 
Fosfato disôdico 
Fosfato monosôdico 
Amonîaco
1,23 M 
0,0 01 M 
0 ,01 M 
5,0 M 
17,5 M
Acido bôrico 0,005 M
Acido clorhîdrico 2,5 M
Fosfato monopotâsico 3,33 M 
Citrato sôdico -, 5,0 M
Glicerina 8,0 g/l
tampôn 0,2 M pH 6,9 
20,0 mM
III.3.2. FRACCIONAMIENTO ENZIMATICO.
Ea DNA Polimerasa fue aislada a partir de cêlulas 
de E. coli siguiendo el procedimiento descrito por Jovin
(32)
et al. con modificaciones en alguna de las etapas , co
mo comentaremos a continuaciôn.
Para la obtenciôn de extractos se realizô la li- 
s is celular mediante irradiaciôn por ultrasonido. Tras es 
tudio previo de las condiciones ôptimas de lisis, se irra 
diaron porciones de 500 g. de pas ta de cêlula suspendidas 
en 1 litro de tampôn 0,05 M Tris HCl, ImM EDTA pH 7,6, d_u 
rante un tiempo de una hora en la que se conseguîa la li­
sis maxima en las condiciones de maxima potencia del apa­
rato tpotencia 100 watts). Para evitar su calentamiento 
durante la irradiaciôn, la suspensiôn se sumergîa en una 
mezcla frigorîfica de hielo y sal, lo que permitîa mante- 
ner la temperatura alrededor de los 4°C. Este mêtodo de 
lisis posee la ventaja de que durante ella se produce s^ 
multâneamente la degradaciôn de 1 DNA celular, lo cual fa^  
cilita su separaciôn de la fracciôn enzimatica en las s_i 
guientes etapas de 1 aislamiento. Se comprobô que la li­
sis por sonicaciôn de la suspensiôn de cêlulas en las con^ 
diciones realizadas no disminuîa el rendimiento de activ^ 
dad de la enzima aislada.
La etapa de precipitaciôn con sulfato de estrepto
micina fuê realizada como aparece descrita por Jovin et 
( 3 1 3 2 )al. ’ . Fuê suprimida, sin embargo, la etapa de auto-
lisis de1 mêtodo citado, ya que al haber sido degradado 
el DNA interno durante la sonicaciôn, en este momento del 
aislamiento aparecîa como producto soluble en âcidos , ha- 
ciendo innecesaria la incubaciôn de la preparaciôn para 
su degradaciôn por las nucleasas existantes en la prépara^ 
ciôn. Esta simplificaciôn permitiô mejorar el rendimiento 
de 1 aislamiento y a que durante la larga incubaciôn se ç r c_
ducîa la pérdida de gran cantidad de proteinas.
La precipitaciôn con sulfato amônico se reali-
(32)zô en las concentraciones descritas en el mêtodo , in 
troduciendo modif icaciones solo en cuanto al modo de'' pre 
cipitaciôn, ya que esta se realizô por diâlisis de la 
preparaciôn enzimatica en una soluciôn de sulfato amôn_^ 
co, a concentraciôn tal que se llegara a la concentra­
cion de precipitaciôn en el momento de equilibrio de la 
diâlisis. Considérâmes mas convenience este procedimien 
to y a que por producirse una variaciôn mas suave del gra_ 
diente de concentraciones de sulfato amônico dentro de 
la preparaciôn a lo largo del tiempo de precipitaciôn, 
se consigne una precipitaciôn mas selectiva de las pro­
teinas para cada intervalo de concentraciôn de sulfato 
amônico.
La etapa de purificaciôn por DEAE-celulosa se 
realizô igualmente con môdificaciones en cuanto al mo- 
d p ’de operaciôn , puesto que, debido a las cantidades 
y concentraciôn de la preparaciôn enzimâtica que llegaron 
a esta etapa de la purificaciôn, resultabamas cômodc la 
extracciôn de la fracciôn âcidos nucleicos por la DEAE- 
-celulosa mediante la agitaciôn de ella con la soluciôn 
enzimâtica en matraz hasta el equilibrio, conseguido al 
cabo de unos pocos minutes.
Debido a la cantidad de pasta d“e partida (solo 
el 10% de la utilizada por Jovin et al.) la purifica­
ciôn no se pudo llevar mas alla de la estapa fosfoce- 
lulosa, puesto que la cantidad de proteina obtenida 
en esta ultima etapa era insuficiente para proseguir 
la purificaciôn. Esta ultima etapa se realizô tal co­
mo la describen Jovin et al.
Para procesar todas las cêlulas , se fraccionô
la pasta de cêlulas obtenida en diferentes porciones que 
se purificaron paralelamente, procediendo a reunir algu­
nas fracciones a medida que iba avanzando la purificaciôn 
y las cantidades disminuîan hasta llegar hasta una ûnica 
fracciôn al entrar en la etapa de DEAE-celulosa.
Como la cantidad de fracciôn fosfocelulosa pro­
cédante de la ultima purificaciôn realizada era insufi­
ciente para cubrir todas las pruebas de control y bûsque^ 
da de condiciones ôptimas de estudio y sobre todo, uti­
lizaciôn como enzima para las pruebas de polimerizaciôn 
para todas las muestras de DNA alteradas, se utilizô la 
fracçiôn DEAE-celulosa para el estudio de la capacidad 
molde de las muestras de DNA.
III.3.3. ENSAYO DE ACTIVIDAD ENZIMATICA.
Durante el aislamiento y de una manera sistemâti^ 
ca, se realizô el control de la enzima en cada una de las 
diferentes etapas realizadas y en cada porciôn de la pr^ 
paraciôn utilizada.
El control de cada preparaciôn comprendra el ana^ 
lisis de la cantidad de proteina (por el mêtodo clâsico 
de Lowry^^^^^), la determinacion de la actividad especî­
fica enzimâtica, segûn mêtodo descrito por Richardson et
(31)al. , por la determinaciôn de la cantidad de polîmero
(26)sintetizado frente a un DNA "estândard" , y el anâli-
sis de la heterogeneidad proteînica por electroforesis en
gel de poliacril-amida, en las condiciones dadas por Jo- 
( 322 )vin et al . En la determinaciôn de la actividad espe^
cîfica, el blanco se obtenîa por adiciôn de 0,2 ml. de
0,2 M pirofosfato tetrasôdico para inhibir la polimeri- 
(323)zacion
Présentâmes tabulados CTAbla 71 los rendimien- 
tos obtenidos en cada una de las etapas del aislamiento 
de DNA Polimerasa.
TABLA 7   _
Etapa
Proteinas
mg/ml
AE^*)
Unid/mg
Actividad
total^*)
Rendimiento 
% prot.total Activ.total
LISADO 25,0 3 , 3 16.500 10 0 10 0
ZETREPTOMICINA 15,0 14,0 7 . 500 20 50
SULFATO AMONICO 22,5 210,0 2 . 000 1^5 12,5
DEAE-CELULOSA 5 , 3 215 ,0 1.485 1,0 7,5
FOSFO-CELULOSA 1.3 210,0 660 0,6 4,0
Los datos presentados son valores promedios rea- 
lizados entre todos los datos obtenidos para ca­
da una de las porciones realizadas en el aisla- 
miento.
C*) Los valores de actividad especîfica vienen dados en
(32)
unidades Kornberg
La preparacion de DNA Polimerasa utilizada en
este estudio, purificada hasta la etapa DEAE-celulosa,
presentaba un cierto caracter nucleasico no requirien- 
2 +
te en Mg , lo que nos hace pensar que esa actividad no 
es procedente de alguna endonucleasa contaminante sino 
que es debida a la actividad exonucleolîtica que, como
ha sido descrito, aparece asociada a la DNA Polimerasa
>
de E, coli. ■
III.3.4. REQUERIMIENTOS DE LA DNA POLIMERASA.
Como puede observarse en los datos presentados 
en la Tabla 8, la preparacion de DNA Polimerasa que he­
mos utilizado requiere la presencia de los cuatro deso- 
xiiribonucle osido 
pleta actividad.
? +le s trifosfato, de DNA y Mg' para su com
La oraision de DNA en la incubaciôn impide com- 
pletamente la polimerizaciôn, a pesar de la presencia 
de los cuatro desoxi'ribonucleosidos trifosfato, lo cual 
nos pone de manifiesto la ausencia de DNA contaminante 
en la preparaciôn.
La omisiôn de uno, dos o très de los nucleotidos 
disminuye la polimerizaciôn, no presentando preferencias 
aparentes en cuanto a los nucleotidos présentes.
Estas caracterîsticas de la preparaciôn utiliza­
da de DNA Polimerasa son anâlogas a las descritas para 
la enzima en la literatura y que ya hemos comentado en 
el capitule I .1.
III.4. ENSAYO DE LAS MUESTRAS DE DNA FRENTE A LA DNA 
POLIMERASA.
III.4.1. POLIMERIZACION.
Cada una de las muestras de DNA alteradas por los 
diferentes métodos se sometiô a la prueba de polimeriza­
ciôn para ver su capacidad de actuaciôn como molde fren­
te a la preparaciôn de-DNÀ Polimerasa en la presencia de 
los cuatro desoxiribonucleosidos trifosfato., precursores 
del polîmero.
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La composiciôn de la mezcla para este ensayo es
(31)similar a la descrita'por Richardson et al. , con una
ûnica diférencia en la composiciôn del tampôn utilizado, 
como aparece en la Tabla 9.
TABLA 9
Ensayo de actividad. Composiciôn de la mezcla
para la incubaciôn
Tampôn Tris-HCl ph 8,0 40 mM
MgClg 6,7 mM
DNA 100,0 ug/ml
dCTP 20,0 uM
dGTP 20,0 uM
dATP 20,0 uM
^H-dTTP 20,0 uM , 0,1 Ci/mM
DNA Polimerasa 0,10-0,70 unidades enzimâticas/ml
Volumen de la mezcla para la incubaciôn: 0,50 ml
Las muestras se incuban a 37°C, durante 30 minu­
tes en el caso de la prueba estândard para las diferentes 
muestras de DNA alterado o durante tiempos diferentes en 
el casp de realizaciôn de cineticas de polimerizaciôn. La 
detenciôn de la polimerizaciôn se realiza enfriando en 
hielo o por adiciôn de 0,5 ml. de acido perclôrico (PCA) 
IN en frîo, segûn el mêtodo de detecciôn utilizado.
" En los ensayos de actividad como molde de las 
muestras de DNA alteradas se utilizaron condiciones de 
exceso de enzima.
III.4.2. DETECCION DE LA POLIMERIZACION.
La deteccion de la cantidad e polîmero sinteti­
zado durante el ensayo de actividad se realiza midiendo 
la cantidad de radioactividad incprporada comb "fracciôn 
polîmero, Esto requiere la separaciôn previa de la ra- 
dioactividad existante en la soluciôn incubada en forma 
de nucleosido trifosfato de la timina.
Existen diferentes métodos de detecciôn que rea
lizan esta separaciôn. En este trabajo se ha utilizado
predominantemente un mêtodo desarrollado por nosotros
para conseguir mayor sensibilidad y disminuir la conta
minaciôn de los blancos, utilizando una modificaciôn
de la têcnica de cromatografia centrifugada en DEAE-
-celulosa^^^^ ’ \  Para la comprobaciôn de la boii
dad de ese mêtodo se realizaron estudios paralelos con
otros dos métodos reconocidos y aceptados: el mêtodo de 1
( 324 )disco de papel de filtro descrito por Bollun , y el
de1 disco de papel de fibra de vidrio descrito por Ri-
. , (320)chardson
III.4.2.1. Comparaciôn de los métodos.
A. Influencia de la cantidad de proteinas.
Una de las dificultades que presentan los mêtio 
dos de detecciôn por filtraciôn y fijaciôn sobre disco 
es la lentitud de la filtraciôn de1 precipitado cuando 
existen cantidades altas de proteinas.
Esta d i f i c u l t a d  no se p r é s e n t a  en la d e t ecciôn  
por el mê todo de c r o m a t o g r a f î a , que, como pued e verse 
en los re s u l t a d o s  p r e s e n t a d o s  en la t a bl a 10 , no a p a ­
rece al t e r a d o  p or la p r e s e n c i a  de c a n t id ades var iable s 
de p r o t e i n a s ,  al menos h a s t a  una re l a c i ô n  D N A / p r o t e i n a
de 10 ^ . Se ha comprobado, igualmente, que la presencia 
de cantidades variables de proteinas , dentro de los mâr^ 
genes citados, no altera la eluciôn de la cromatografîa.
En cambio, para el mêtodo del disco se puede ob 
servar gran dispersion entre los duplicados y un cambio 
brusco de la eficiencia de 1 mêtodo por la presencia de 
cantidades crecientes de proteinas.
TABLA 10
Muestras DNA- H
37 ,6 yg, 
2,6.10^ dpm
albumina 
Wg '
100
Mêtodo del 
disco 
cpm_____
252*00
279*64
40 k 81 
80 *20
Mêtodo de 
cromatografîa
cpm -
23,06
23,47
23*97
2 3 * 18
200 78*27 8 0 , 34
23*08
2 3,45
30 0 76^77 
46*9 3
24,02 
2 3*89
B . Fondos .
Otra dificultad existante cuando la detecciôn se 
realiza por el mêtodo de 1 disco es la contaminaciôn de ê^ 
te cuando la actividad especîfica de la fracciôn acido so_ 
lubie es alta, ya que résulta difîcil la eliminaciôn com- 
la actividad soluble del precipitado.
Como puede verse en los datos presentados en la 
tabla 11, esta dificultad nô existe en el caso de detec­
ciôn de la actividad por cromatografia; puede verse que 
la fracciôn polîmero (fracciôn 8) no présenta actividad 
contaminante.
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TABLA 11 CCont inuacion X,
Los dates que aparecen en la tabla estân expresa- 
dos en cpm. En la colurana de DEAE-celulosa fue fijada 0,5 
ml de la mezcla constituîda por Tampon Tris-HCl pH 8,0 y 
40 mM, MgClg 6,7 m M , 100 yg/ml de DNA no radiactivo, 10 
yg/ml preparaciôn de DNA Polimerasa, dGTP 20 y M , dATP 20 
y M , dCTP 20 JjM y dTTP-^H 20 yM con actividad variable de 
0, 0.05, 0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 y 5.0 yCi. Esta mezcla 
no fuê incubada, impidiêndose la polimerizaciôn por adi­
ciôn inmediata de 10 ml de eluyente 2, En la tabla apare 
cen los valores correspondientes al contage de 2 ml. de 
la fracciôn no retenida en la columna y a cada uno de 
los cinco lavados realizados con eluyente 2 j as i como el 
contage de la fracciôn eluida con eluyente 8.
El disco, en cambio, présenta valores de contam^ 
naciôn creciente con la radiactividad de la fracciôn so-
lubie que pas a a travês de ê l , como puede verse en los
datos presentados en la tabla 12
TABLA 12
OyCi 0 ,05yCl 0 ,5.yCi 1 ,OyCi 2,0yCi 3,0yCi 4 ,0yCi 5 ,OyCi
60 124 227 377 6 44 905 769 1832
74 126 194 393 629 909 759 1947
_ 6 8z - 121 - 194 383 6 39 919. 774 1952
.56 124 236 398 624 924 754 1837
64±9 124 ± 2 212±19 388±Î9 634+10 914± 8 764± 9 15 - 2 ± 8
Los datos que aparecen en la tabla estân exprès^ 
dos en cpm. Se utilizô discos de papel de fibra de vidri:
TABLA 12 CCont inuacion ),
Whatman FG/C, A travês de ellos se filtro el precipita^
do en PCA 5% de la mezcla constituîda por: tampon Tris-
-HCl pH 8,0 y 40 m M , MgClg 6,7 mM', 100 yg/ml de DNA no
radiactivo, 10 yg/ml de preparaciôn de DNA Polimerasa,
dGTP 20 yM, dATP 20 yM, dCTP 20 yM y dTTP-^H 20 yM con
actividad variable de 0, 0.05, 0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0,
y 5,0 yCi. La mezcla no fuê incubada, precipitândose in_
mediatamente con PCA. Los discos fueron lavados siguiei^
(320 )do el mêtodo descrito por Richardson
C. Dispersion.
Como puede verse en la tabla 13, la dispersiôn 
que présenta el mêtodo de cromatografîa es bastante ba 
ja^(el 10%), muy aceptable cuando se la compara con la 
obpenida en el mêtodo del disco, en las condiciones ex­
périmentales usuales.
TABLA 13
Mêtodo Cromatografîa
8.843 
9.003 
8.890 
8 . 880 
8.798 
8. 970 
8.967
, 8 . 9 0 8 ± 8 8 
dO%
Mêtodo Disco
36.427 
27.418 
46.889 
28.516 
45.316 
31.524 
42.331
36.911±7.957 
22%
Los datos estân expresados en cpm
111.4, 2.2. Metodo de cromatografla.
Para la deteccion por cromatografia en DEAE-celu 
losa se utiliza el hecho de que los nucleotidos disueltos 
en tampon fosfato 0,01, pH 7,0, y 0,14 M ClNa, no se fi- 
jan a la DEAE-celulosa y si en cambio los polinucleotidos 
e incluso aquellos oligonucleotidos suficientemente lar­
gos. Por tanto, la separaciôn de la radioactividad exis­
tante como polinucleotido se consigne fâcilmente con solo 
pasar la soluciôn a travês de un lecho de DEAE-celulosa 
y eluir con una soluciôn que tenga esa composiciôn dada 
(eluyente 2, Tabla 5). Lavando suficiente numéro de ve- 
ces con ese eluyente (basta con cinco lavados) se arras- 
tra toda la fracciôn âcido soluble sin que en cambio sea 
eluido el polîmero. La fracciôn polîmero es recuperada 
totalmente al eluir con IM NaOH (eluyente 8, Tabla 5).
Par a un le cho de DEAE- celulçsa re alizado con 0 ,5
g. de p as ta seca y empapada en agua, los volûmenes de elù
yentes util izados son de 10 ml . para cada uno de los la-
vados , con eluyente 2 y de 3 ml. para el eluyente 8. A
fin de cons eguir un a compléta recuperaciôn del polîmeîro
radiact i vo fijado se realiza tres lavados sucesivos, ca-
da uno con 3 ml. de 1 eluyent e 8.
El cont a j e de la radiac tividad re cupe rada se
realizô en un espectr ômetro de centelleo lîqu ido (Nu-
clear Chic ago) . La composiciôn de 1 medio de centelleo
liquide ap arece en la Tabla 14. En estas cond iciones,
el mêto do tiene una e f iciencia del 3,70% para el eluyen
te 8 y de 1 4,65 % para el eluyen te :>.
TABLA 14
Composiciôn del medio de centelleo para 
contage en la detecciôn por el mêtodo de 
cromatografia
PPO 7 g /!• POPOP 0,25 g/l
Naftaleno 60 g /i. ETOH 150 ml/1
Etilenglicol 25 0 ml / 1 Dioxano 600 m l / 1
III.5. TRATAMIENTO DE LOS DATOS EXPERIMENTALES.
En realidad, la verdadera variable del proceso
que estamos estudiando es la densidad de roturas simples
Irs existe en las molêculas de DNA. Por tanto, lo
mas conveniente hubiera sido determinar directamente la
d__ de las muestras de DNA utilizadas como molde en ca 
Rb —
da caso para poder comprobar la correlaciôn propuesta
entre d „ y polimerizaciôn. Sin embargo, durante el 
Rb
tiempo de realizaciôn experimental de este trabajo no
disponîamos de ningûn mêtodo de determinaciôn directa
de d - , por lo que acudimos a procedimientos indirec- 
Rb
t os de câlc ulo .
Présentâmes a continuaciôn los dos tipos de co^  
rrelaciôn de esta variable que han sido utilizados p a ­
ra el câlculo, por un lado con la pfobabilidad de rotu 
ra doble por molêcula, medida a travês de un sistema 
de fraccionamiento cromatogrâfico, y por otro con el 
tiempo de tratamiento degradativo a que haya Sido so- 
metida la muestra de DNA.
III.5.1. CALCULO DE A PARTIR DE LOS DATOS DE FRAC­
CIONAMIENTO CROMATOGRAFICO.
De la expresion de probabilidad de rotura doble
por molécula, ya comentada en el capîtulo 1.5, puede de
rivarse una expresion para d de la forma:
Rb
^RS
- fRp) •
(2h + 1) N
P
que permite calculer los valores de d d e  la muestra,
Ra
siempre que se disponga de un mêtodo experimental que 
permita d 
de p ares.
eterminar la para un determinado numéro
Como la probabilidad de rotura doble représen­
ta la fracciôn de molêculas rotas para cada d su corn
,• Rb —
plemento a 1 sera la fracciôn de molêculas, de peso mo­
lecular comprendido dentro de un intervalo determinado, 
que sobreviven al tratamiento degradativo aplicado so­
bre la muestra para producirle una determinada d^g.
La têcnica de fraccionamiento por cromatografla 
en DEAE-celulosa, ya descrita, permite seguir las varia_ 
ciones de la polidispersidad de una muestra de DNA segûn 
la degradaciôn a que haya sido sometida, ya que permite 
medir el porcentaje de molêculas no rotas que existen pa^  
ra cada intervalo de peso molecular considerado. La uti­
lizaciôn, por tanto, de esta metodologîa permite medir
C . ^
y, con ello, calculer la d „ a travês de la expresion 
resumen de las anteriores:
(III.l) 
C2K + Il N
P
Los porcentajes expérimentales obtenidos en el 
fraccionamiento en DEAE-celulosa deberia sér"sôm'ëtidos 
a un a correcciôn que tenga cuenta de que la probabili­
dad de rotura doble es la misma en cualquier punto de 
una molêcula y de que puede darse el paso directe desde 
molêculas de muy alto peso molecular a molêculas de pe­
so molecular mas pequeno, cuando se hace la observaciôn 
en una determinada fracciôn de la degradaciôn que le ha
dado lugar, sobreestimândose la probabilidad de esa de- 
(250)gradacion
De acuerdo con la discusiôn que hace Mingot so­
bre esta correcciôn ^ \  no la hemos realizado sobre 
nuestros datos expérimentales puesto que el valor que 
calcula es considerablemente inferior a los errores que 
llevan consigo las determinaciones expérimentales. Ade­
mâs, nuestros resultados expérimentales confirman que
t
la correcciôn apenas los afectarîa. En la figura 7 se 
puede ver que la fracciôn VI no se modifies durante la 
destrucciôn de la VIII y que la VII empieza a disminuir 
prâcticamente cuando la VIII termina de degradarse. No 
se aprecia, por tanto, paso directe de fracciôn VIII a 
fracciones de peso molecular inferior al valor limite 
de la VII, haciendo innecesaria la correcciôn tambiên 
en nuestros datos expérimentales.
De la deducciôn de la expresiôn de probabili- 
otura do 
de concluir que :
dad de r ble que venimos utilizando^^^^^ se pue
c -C 2 h + 1 ) + (III.2 )
%D0
80“
60“
DNA Psavastanoi 
229 jjg/ml 
41 Krads/min.
VII
VIII
3 min.0.50 251.5 21
1
Esta expresion indica que es la concentra­
ciôn de molêculas de peso molecular comprendido dentro 
de un intervalo .determinado existantes antes de produ-
cirs e n inguna degradaciôn. Teniend o esto en c uenta, el
p or ce nt a je de molêculas supervivie ntes de una dèfermi-
nada fr acciôn cromatografi
c T ’
es el porce ntaje ab-
s olut o de esa fracciôn de 1 0 la muest ra, sin que haya que
refer ir lo al p orcentaje de la frac ciôn en la muestra
corre sp ondient e al tiempo cero de degradaciôn •
A la concentraciôn que s e tenga en el tiempo
cero de tratamiento degradativo .la des ignarem os como
conce nt raciôn inicial C . , 
1
y vendra expresada como el
p or un ai e de la fracciôn de que se t r a t e en el instan-
te in ic ial del trat amiento , verifi cândose par a ella
-(2h+l) N„(d°
= e p RS (III.3)
Sin embargo, para que todo lo que venimos di- 
ciendo sea correcto, es ne ces ari o suponer que toda la 
degradaciôn que haya sufrido la muestra de DNA ante- 
riormente al comienzo de la degradaciôn utilizada pa­
ra alterar al DNA, haya sucedido a travês de la produc 
ciôn de roturas simples.
Si se cumple esta hipôtesis, -lo cual es équi­
valente a afirmar que no hubo degradaciôn mecânica im­
portante durante el aislamiento, ya que no hemos real^ 
zado experiencias cruzadas de degradaciôn en que previa 
mente a una degradaciôn via roturas simples se realiza- 
se una degradaciôn mecânica-, la muestra debe responder 
en el tiempo cero de degradaciôn a una distribuciôn de 
tamanos como lo que séria de esperar segûn la dependen_ 
cia ya comentada entre probabilidad de rotura doble y 
peso molecular. Cada una de las fracciones de la mues-
tra debe cumplir, por tanto, la expresion, deducida de 
la (III.3):
o \ I
dpg = \ -----    CIIX.4)
''(.2 h + 1 1 N
En la Tabla 15 se muestran los valores de los
o
errores relatives entre los valores de d^^ calculados a 
partir de los datos de fraccion de moléculas de tamaîîo 
igual o superior a los correspondientes a cada una de 
las fracciones V, VI, VII y VIII, en los diferentes lo- 
tes de DNA de P. savastanoi que hemos utilizado en las 
experiencias correspondientes a este trabajo. La prime­
ra columna de cada grupo muestra los errores relatives
o
calculados empleando para obtener las d valores de N
RS p
resultado de tomar como peso molecular de cada una de
las fracciones utilizadas, que aparecen encabezando cada
columna, los valores de peso molecular medio en peso es-
timados experimentaimente^^^^^; la segunda columna de c^
da grupo muestra esos mismos datos de errer cuando en el 
o
calcule de d se utilizan valores de N deducidos de 
RS p
otros pesos moleculares para las fracciones que se encueii
tran dentro de 1 margen de error con que fueron determina-
( *)dos les pesos moleculares medios
Las dispersiones que se obtiene en el primer ca^  
so cuando ademâs no se utilizan los datos de fraccion 5 , 
(grupo central de la tabla 15), son del mismo orden que 
los que afectan a la totalidad de la experimentacion. En
(*) Posteriormente a la redacciôn de este trabajo har.
sido corregidos los valores de peso molecular me 
dio en peso estimados experimentalmente en el la^  
boratorio de Biofîsica de la J E N , acercândose mas 
a los presentados en la segunda columna de cada
g r u p o ( S 2 5 l .
TABLA 15
Error relative de estimada por cromatografîa
JH F7/F6/F5 
E: '23/10/3
F8/F7/F6/F5
43/17/9/4
F8/F7/F6
50/20/10
F8/F7/F6
43/17/9
F7/F6/F5
20/10/3
J ’_7Æ6/F5 
17/ 9/ 4
27,76 20 ,67 13,95 16,24 22,87 12,85
28,60 21,04 12,17 15,30 23,96 13,05
26 , 13 14,14 12,57 10,36 23,21 9,95
29 ,28 17,57 14,36 11,62 25,18 14 ,13
24 , 30 12,80 11 ,49 8,23 27,21 14,79
24 , 30 1 2  ,80 11,49 8,2 3 27,21 14,79
19,58 11 ,69 11,62 11,47 22,76 11,47
24 , 30 12,80 11,49 8 ,23 27,21 14,79
30 ,89 23,86 12,50 12 ,50 29 , 36 22,44
25 , 86 15,20 8,23 6,84 27,03 16,29
23,98 13,61 8,23 4,22 2 5,18 15,14
22,64 10,89 9,21 6,84 25,18 12,57
13,48 8,27 7,44 9 ,44 14,07 9 ,44
17,77 8 , 1 2 5,35 8,23 2 0 , 2 0 8 ,23
23,53 13,56 14,06 11,62 27,21 14,79
42 ,42 28,32 27 ,74 21 ,69 37,54 18,86
37 , 30 25,30 2 1 , 6 8 18,03 28,77 20,25
17,01 0,05 1 ,96 0,05 17,15 0,05
32,14 23,03 21,69 2 3,19 23,21 6 ,94
Los valores que aparecen en la cabeza de cada
columna corresponden a los de los pesos moleculares de
las fracciones 8 , 7, 6 y 5 utilizados en cada uno de los
casos. Los valores que se representan son los porcenta-
o
ies de error entre los valores de d^^i) q h correspondien 
tes calculados a partir de cada una de las fracciones 
que aparecen en cabeza de columna, para cada una de las 
preparaciones de DNA utilizadas en las experiencias de 1 
présente trabajo.
el segundo caso, se rebajan estas dispersiones en todos 
los grupos , indicando que dentro del margen de error de 
los pesos moleculares de las fracciones, se obtiene un 
buen ajuste de los datos expérimentales a la expresion
-In C. 
1
C2h + 1} N
P
cte .
para los de cada una de las fracciones, lo que prue-
ba, dentro de las aproximaciones realizadas, que la dis
tribucion de tamanos de nuestras preparaciones antes de
haber sido sometidas a cualquier degradacidn, esta de
acuerdo con la que se obtendrîa por un proceso de degr^
daciôn via roturas simples, por lo que damos como bueno
este metodo de calculo de d „ a traves de los datos cro
Rb —
matograficos.
La ventaja de tener en cuenta la densidad de ro^  
turas simples inicial de la muestra es que permite in- 
dependizarse del grado de polimerizacion de la prepara- 
cion obtenida en el aislamiento para todos los calculos
En nuestros calculos y expresiones hemos supue^ 
to, ademâs, que esas roturas simples iniciales de la 
muestra de DNA son debidas exclusivamente a hidrolisis 
enzimatica de los enlaces entre los eslabones de las c^ 
denas polinucleotidicas producidas durante las etapas 
del aislamiento a causa de la coexistencia con el DNA 
durante.un determinado periodo de las enzimas hidroli- 
ticas procédantes del lisado celular. En consecuencia, 
suponemos que todas las roturas simples iniciales de la 
muestra poseen grupos (3' )-OH libres . Esta suposicion 
no esta en contradicciôn con lo descrito en la litera­
ture sobre aislamiento de DNA de microorganismos.
Hay que hacer la consideracion de que, como la 
expresion ClII.l). tiene en cuenta la d^g que debe exis^ 
tir en la muestra de DNA para que solo quede una frac- 
cion ——  de las moleculas de peso molecular comprendido 
dentro^de un intervalo determinado, la densidad al 1 i'- 
expresada incluye tanto las roturas simples producidas 
durante el tratamiento degradativo como las iniciales, 
preexistentes en la muestra. Es decir, se puede escri- 
bir :
C2 h + 11 N
P
Como puede verse en la expresion (III.l), para 
el calculo de d^g se necesita, ademâs del dato experi­
mental del porcentaje de fraccion cromatogrâfica en la 
que se esté observando la degradacion,de 1 valor de dos 
parâmetros estructurales de la macromolêcula: el que dâ 
el numéro de pares de nucleotidos medio que poseen las 
moléculas de esa fraccion cromat ogr âf ica, N^,' y el que 
dâ el intervalo de desestabilizaciôn que acompana a ca­
da rotura.
Para los valores de N hemos utilizado los da-
P
t os del laboratories de Biofîsica de la JEN y a publica- 
(25 0 )dos . Para los valores de h para cada uno de los
tratamientos degradativos productores de roturas simples 
utilizados en este trabajo, hemos aplicado los datos 
de la literatura, ya comentados en el capîtulo 1.5. En 
el caso de rotura simple producida por degradaciôn enzi 
mâtica, -hemos utilizado un valor de h = 2 por ser el 
mas comûnmente aceptado en la literatura. Cuando la ro_ 
tura simple se produce por radiolisis, hemos utilizado 
el valor h = 5 para el câlculo de d^g por parecernos 
el valor mâs coherente de entre todos los que aparecen 
en la literatura.
III. 5.2. EXPRESION DE LA EN FUNCION DE LA EXTENSIONRb
DE LA DEGRADACION.
El mêtodo de câlculo anteriormente descrito para 
la d , aunque tiene la ventaja de que permite dar valo­
res numêricos a la variable natural del proceso, d^^, ado_ 
lece, s in embargo, de1 inconveniente de que hay que pre- 
fijar valores para parâmetros moleculares que en este mo^ 
mento son imprecisos , lo cual lo convierte en un mêtodo 
demasiado indirecto de determinaciôn.
En vista de estas consideraciones, hemos optado 
por contrastarlo , desarrollandoloparalelamente , con otro 
mêtodo de elaboracion de datos, basado en la suposicion 
de que la velocidad de producciôn de roturas simples es 
una constante.
Aunque el proceso de producciôn de rotura doble 
es esencialmente estadîstico, se puede hablar de veloci­
dad de producciôn de rotura simple ya que esta se origi­
ne siempre como consecuencia de 1 ataque local de un reac 
tivo (el radical OH* para la radiolisis, los iones OH , 
catalizados por la DNasa, para la degradaciôn enzimâti- 
ca) en uno de los nucleotidos componentes de la molêcula 
de DNA. La cinêtica de producciôn de roturas simples pue^ 
de ser descrita por una ecuaciôn diferencial del tipo:
 —  = k [r] [n] (III. 6 )
dt
donde QÇ] es la con cent raciôn molar del reactivo que ac- 
tûa en cada caso concreto y {jy represents la concentra- 
ciôn molar de nucleotidos componentes de la muestra de 
DNA.
Los valores mas altos de d „ obtenidos en la de-
Rb
gradaciôn de muestras de DNA en el desarrollo de este
-  2trabajo son siempre muy inferiores a 1 0 , lo cual nos
indica que menos de 1 1 % de los nucleotidos que forman 
parte de las moléculas de DNA son alteradas por ata- 
ques de 1 reactivo. Esto nos permi.te suponer la cdns’ta^ 
cia del termine Qf] con un error menor de 1 1 %,
En el caso de la degradaciôn radiôlîtica, una 
vez alcanzado el estado estacionario inmediatamente 
después del comienzo de la irradiaciôn, la concentra- 
ciôn de radicales OH* permanece constante y solo de- 
pendiente de la intensidad de dosis y concentraciôn de 
DNA^^^^^. En este caso, por tanto, pddemos considerar 
constante el término [r ] . Con mas razôn en el caso de 
degradaciôn enzimatica, donde el equilibrio de disocia
ciôn del agua garantiza la const ancia de [o h -;]•
Por consiguiente, en los dos met odos dégradât^
vos productores de roturas simpi es utili zados en este
t rab a j o , los términos Qr ] y [N] pueden cons id erarse in
dependientes del tiempo, con lo que la integr aciôn de
la ecuaciôn diferencial (III .6 ) conducir la a una expre
s i ôn de 1 tipo:
N rs = ’^ Rs ®  m  + cte
o, dividiendo por [If] y explicitando la constante de 
integraciôn:
^RS = %RS t + < S  ‘
resultando la producciôn de roturas simples como una 
pseudo.rreacciôn de orden cero.
S in embargo, la constancia de los términps QlJ 
y [rJ solo sera valida en ciertos mârgenes de concen-
traciones r e l a t i v a s H e m o s  podido comprobar la situa 
ciôn adecuada de nuestras condiciones expérimentales den_ 
tro de esos mârgenes al verificar que, para los datos ex 
perimentales que hemos obtenido, las d^g calculadas segûn 
el procedimiento descrito en 111,5.1 son lineales respec­
te al tiempo de tratamiento. Si bien esta prueba es défi­
ciente porque utiliza valores de d^g calculados y no de- 
terminados directamente, en cambio sirve de comprobaciôn 
de que ambas aproximaciones son suficientemente buenas.
En la expresion (III.7) la d queda explicitada 
en funciôn de1 tiempo de tratamiento. En el caso de de­
gradaciôn enzimatica esta puede ser una buena variable 
para indicar la extensiôn del tratamiento, ya que se. actuô
siempre a una misma relaciôn DNA/DNasa; la d produci
Rb —
da durante el tratamiento con DNasa vendrîa dada p o r :
En cambio, en el caso de degradaciôn radiolîtica 
interesa mâs exprèsar la extensiôn de la degradaciôn en 
funciôn de la dosis, D, para independizarse de la inten­
sidad de dosis aplicada al irradiar, quedando como expre^ 
siôn para la d^g producida
d^g = kg D (III.9)
Las constantes k y  k_ representan constantes de
1 2  ^
eficacia de producciôn de roturas simples por nucleotido 
y por unidad de tiempô o por unidad de dosis, respectiv^ 
mente.
Esta segunda forma de expresiôn para la d^g , aun^ 
que no lieva a valores numêricos para ella por no cono- 
cer el valor de las constantes y k ^ , permiten, en car 
bio, realizar el ajuste de los datos expérimentales fre_r
te a la. extensiôn del tratamiento degradativo. Al sus-
tituir cualquiera de las expresiones para la d (III.8 )
Rb
o (III.9) en la expresiôn de polimerizaciôn obtenida 
(1 1 .1 0 ), se podrâ realizar su ajuste a los datos expé­
rimentales por un proceso de minimizaciôn respect'o a to_ 
dos los parâmetros implicados que conduzca a los majo­
res valores de estos para la expresiôn conseguida.
III.5. 3. EXPRESIONES PARA LA POLIMERIZACION PARA CADA 
UNO DE LOS METODOS DE DEGRADACION UTILIZADOS.
Cuando se utiliza cualquiera de las exprès iones
comentadas para d sustituyêndolas en la expresiôn ob-
Rb
tenida para la polimerizaciôn (1 1 .1 0 ) en funciôn de d
Rb
se logra expliciter la polimerizaciôn en funciôn de los 
datos expérimentales directes que dan la extensiôn del 
tratamiento degradativo previo a que se somete la mues­
tra de DNA utilizada como molde.
Es conveniente simplificar la expresiôn general 
dada para polimerizaciôn (1 1 .1 0 ), concretândonos a las 
caracterîsticas de cada caso particular segûn el mêtodo 
de degradaciôn utilizado.
III.5.3.1. Degradaciôn enzimâtica.
Cuando la degradaciôn de la muestra se realiza
por. tratamiento con DNasa, todas las roturas simples pro[
ducidas conducen a la obtenciôn de grupos (3’)-0H libres
(ver capîtulo I .1 ). Al no producirse ningûn otro grupo
extremo serâ d = 0 en la expresiôn (1 1 .1 0 ), que queda 
R
entonces simplificada a la forma:
p = K N + <3(;3t)oH " ^7h(3,joH *
 ^^ [f(3')0H '*’ ‘^ (3')0H (III.10)
Si en esta expresiôn se sustituye ^(^3t)oH 
expresandola en funciôn del tiempo de tratamiento con 
DNasa segûn la expresiôn (III.8 )
P = K N "^ D " ^^^'(3’)0H
^^(3’ )0H ^1 ^D^ _
o bien, desarrollando el cuadrado y reagrupando
termines
^  ^ ^ ^ [^C3*)0H " (2^(3' )0H ^^(3»)0H^ /
+ 1^ 1 - 2(2b(3,)oH + ^(3')0H^ ^D " ^^^(3’)0H
+ 1 ) (kl to)= (III.11)
Donde se observa que la polimerizaciôn obtenida 
es proporcional a la cantidad de DNA puesto en la incub^ 
ciôn, expresado en numéro total de nucleotidos, depende 
de la densidad inicial de extremes (3’)-0H que el DNA po_ 
seîa antes de aplicarsele el trâtamiento de degradaciôn 
a causa del aislamiento; y varia cuadrâticamente con el 
tiempo de incubaciôn con DNasa aplicado para la degrada­
ciôn del DNA. Al ir degradando cada vez mas las muestras 
de DNA, la polimerizaciôn aumentarâ inicialmente, hasta 
que el termine cuadrâtico adquiera valores mayores que 
el de primer grado; a partir de entonces la polimeriza­
ciôn disminuye al incrementar la degradaciôn. Aparece i^ 
cluîdo en la expresiôn el intervalo de desestabilizacic* 
que corresponde a una rotura simple enzimâtica.
Si se cumple por cierta la teoria expuesta aq u î , 
los valores expérimentales- .obtenidos con las muestras 
de DNA diferentemente degradadas por incubaciôn con DNasa, 
deberîan ser ajustables a una parabola, al exprèsarlos
en funciôn de 1 tiempo de tratamiento, Los coéficientés...
de esa parabola, ajustables, serîan;
- Para el termine cuadrâtico:
- K M  ( 2 h ( 3 ' ) 0 H  + 1) k l
- Para el termine de primer grado:
KN Cl - + 1) ^ 1
- Para el termine independiente:
[}x3')0H " (^^(3')0H ^^(3*)0H^ JKN
para el ajuste, el termine independient e se puede simpl^i
ficar eliminando el termine de densidad âl cuadrado fren
o
te al de densidad, con lo que quedarâ como : KN ( 3 1 )QH ' 
Los parâmetros ajustables serân K, k ^ d ^ g , ^ Q y  y ^ ( 3 * '
III,5.3.2. Degradaciôn radiolîtica.
Cuando se dégrada la muestra de DNA por irradia^ 
ciôn con gamma, no hay razones para suponer,como comen 
tamos en el capitule 1 .2 ., que alguna de las roturas 
simples producidas dan lugar a extremes con grupos (3')- 
-OH libres aptes para la polimerizaciôn. Si inclulmos es_ 
to dentro de nuestra hipôtesis, haciendo que para la de_ 
gradaciôn radiolîtica sea ^( 3 !)qh ^^D^ ” 0 en la expr^ 
siôn ClI.lO), esta expresiôn para la polimerizaciôn qu^
darâ simplificada en la forma:
p; = K N ^(3 ' ).0H ■” (^^(3')0H * ^^C3’)0H-
C^^C3»)0H ^(3* )0H ^  ^R^^^ (III .12)
Si en esta expresiôn se sustituye la densidad de 
grupos liberados durante la degradaciôn, d^(D), expresân^ 
dola en funciôn de las dosis comunicadas en las muestras 
de DNA segûn la expresiôn (III.9), résulta:
P = K N
[<
^(3')0H ” (^^(3')0H ^^(3')0H^
(^(3')0H ^ ^R * ^(3*)0H “ i ^2 ^•] (III.13)
donde se observa que la polimerizaciôn obtenida es propor 
cional a la cantidad de DNA puesto en la incubaciôn, expr^ 
sada en nûmero total de nucleotidos que constituyen las 
cadenas, depende de la densidad de roturas simples inici^ 
les con grupos (3’)-0H que posee el DNA previamente al 
tratamiento, disminuye linealmente con la dosis aplicada 
al DNA para degradarlo, apareciendo incluidos én la expr^ 
siôn los valores de los intervalos de desestabilizaciôn 
alrededor de las roturas simples radiolîtica y enzimâtica.
Si reaimente se cumple lo expuesto hasta aquî, 
los valores expérimentales de polimerizaciôn deberla ser 
ajustables a una recta al expresarlos en funciôn de la 
dosis aplicada al DNA para su degradaciôn. Los términos 
ajustables serîan:
- Como ordenada en el origen:
n °KN 1_^(3')0H ^^^C3')0H ^^(3’)0H^J
- Como pendiente:
KN kg
Igualmente a como se hizo en el apartado “ante­
rior, la ordenada en el origen se puede simplificar^ 
para el ajuste, eliminado el termine de densidad la 
cuadrado frente al de densidad, con lo que quedarâ cjo
Los parâmetros ajustables en este caso serân 
o
K, kg, 31 )0 H y veremos en la pre
sentacion de los resultados, en el ajuste realizado se 
simplificô la expresion (111.13) eliminando el parâme- 
tro a por considerar Tîiuy pe.qùeîîâ7 la probabilidad de 
reacciôn directa de los radicales OH* con el nucleoti­
do terminal de los extremos 3 ’.
1 3 1 .5 .3 .3 . Degradaciôn mecânica.
Si se dégradait las muestras de DNA por agita- 
ciôn a aitas velocidades no habrâ variaciôn del nûmero 
de roturas simples existentes en la muestra, como co- 
mentamos en el capîtulo 1.4.
Haciendo ^(3t)oH ^^D^ = 0 y d^^D) = 0 en la ex^  
presion (11.10), la expresion para la polimerizaciôn 
quedarâ simplificada en la forma:
P = KN ^(3' )0H ^^^(3* )0H^
(III.14)
donde la polimerizaciôn obtenida aparece, como en los 
casos anteriores, proporcional a la cantidad de DNA pues^ 
to en la incubaciôn y a la densidad de roturas simples 
con grupo (3’)-0H inicial, apareciendo completamente iii
iaç ez fient e del tiempo de tratamiento para producir la 
i^rradaciôn o de cualquiera otro paramètre que refleje 
el grado de degradaciôn sufrida por el DNA.
Segûn esto, los valores expérimentales de pol^ 
-erizaciôn obtenidos utilizando DNA:i diferentemente 
degradados mecânicamente, deberîan ser ajustables, al 
correlacionarlos con tiempo y posiciôn de velocidad de 
1 = degradaciôn, a una recta del tipo P = constante. La 
constante, ajustable, es:
constante = KN _^C3‘ )0 H ' )0 H^ J
Igualmente aquî tambiên se simplifies el termine 
de densidad al cuadrado para el ajuste, con lo que que­
darâ :
o
constante = KN (III . 15 )
o
resultando como parâmetros ajustables K y 3 *)0H'
IV.1. COMPROBACION EXPERIMENTAL DE LOS PROCESOS DE
DEGRADACION.
Una de las preocupaciones' constantes que hemos 
tenido en la realizaciôn de todo el trabajo experimen­
tal ha sido mantener las preparaciones de DNA en esta­
do "nativo” , respondiendo a las caracteristicas de la 
estructura Watson-Crick , Las caracterizaciones realiza 
das rutinariamente sobre cada una de las muestras de 
DNA utilizadas, y que aparecen descritas en el capîtu­
lo dedicado a materiales y métodos expérimentales , ga- 
rantizan que las muestras se encontraban en estado "na 
tivo" antes de cada experiencia.
Posteriormente a los tratamientos de degrada­
ciôn utilizados, por los diferentes métodos y en el 
grado en que han sido aplicados en estas experiencias 
las moléculas de las muestras conservan su estructu­
ra doble hélicoïdal, aunque han sufrido alteraciones 
locales de su estabilidad.
IV.1.1. ASPECTOS CINETICOS.
En las figuras 8 » 9, y 10 se muestra la varia­
ciôn de la curva de transiciôn de las muestras de DNA 
diferentemente degradadas por cada uno de los métodos 
utilizados en este trabajo, en funciôn de la dosis de 
radiaciôn recibida para el caso de degradaciôn radio­
lîtica, el tiempo de incubaciôn con DNasa cuando la de^  
gradaciôn se hizo por vîa enzimâtica, o el producto del 
tiempo de tratamiento por la posiciôn de velocidad del 
homogenizador, cuando la degradaciôn se realizô por vîa 
mecânica. Se observa en esas figuras que tanto para el
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caso de degradaciôn radiolîtica como para el de degra­
daciôn enzimâtica, la modificaciôn mas importante pro­
ducida en la mayorîa de las muestras sobre la curva de 
transiciôn es un desplazamiento hacia zonas de mas ba- 
ja temperature, manteniêndose, por el contrario, cons­
tante la magnitud de1 efecto hipercrômico observado. Se 
puede ver que el desplazamiento es tanto mayor cuanto 
mas grande es la alteraciôn sufrida por la muestra. En 
el caso de degradaciôn radiolîtica y enzimâtica, figu­
ras 8 y 9, solamente aquellas muestras que han sufrido 
una degradaciôn muy fuerte para llevarlas hasta pesos 
moleculares medios inferiores a 2 , 6  x 1 0  ^ Daltons, pre 
sentan, ademâs, un efecto hipercrômico bajo, junto con 
una modificaciôn importante de la forma de la curva, 
alargândose mucho la zona de temperatures en que se 
produce la transiciôn, que se realiza de una forma mas 
graduai. Estas muestras fueron degradadas hasta pesos 
moleculares muy bajos con el fin de poder senalar la 
forma de la curva de polimerizaciôn en las zonas de al 
ta degradaciôn para cada uno de los métodos degradati­
vos utilizados en este trabajo.
En el cas o de realizar la degradaciôn por vîa 
mecânica, figura 1 0 , se observa que, incluso para la 
muestra mas degradada, se conserva la forma de la cur­
va, produciêndose un ligero desplazamiento hacia zonas 
de temperaturas menores al aumentar la degradaciôn; 
desplazamiento que aparece muy pequeho cuando se le corn 
para con el que experimentan las muestras degradadas 
vîa roturas simples , sobre todo cuando se tiene en cuen 
ta que la muestra mas degradada mecânicamente, tiene 
anâlogo peso molecular medio, aunque un diagrama de 
eluciôn diferente (Tablas 16, 17 y 18), que la muestra 
sometida a un a dosis de 663 Krads o que la muestra in^  
cubada con DNasa durante 60 minutes, en las que el des^ 
plazamiento de las curvas es mucho mayor.
TABLA 16
DNA degradado radiolïticamente
0 Krad 
25,5 
51 ,0 
102,0
153.0
204.0 
408 ,0
510.0 
663 ,0
1020,0 
1530 ,0
PM medio
18,3.10 
15,5 ^  
13,7 
*8,4
7.8 - 
5,6
4.5 
3:4
3.8
2.6 
2,1
F3 + 4
28,1
25.6
24.7 
28 ,4
33.5 
34,2 
40 ,8 
47 ,2
46.6 
57,1 
68,4
F5 FVI
14,5
10.7 
11,1
16.8
19.8
25.8
30.1
32.9 
28,3 
31,8
25.2
57,3 
63 ,7 
64,2 
53,8 
46 ,8 
39 ,9
29.1 
19 ,4
25.2 
11,1
6,5
TABLA 17
DNA tratado con DNasa
^D PM medio F3 + 4 F5 FVI
0 min 15,25.10^ 25,5 9,8 64,79
30 10,47 30,3 16,3 53,40
60 3,72 60,9 19 , 3 20,77
90 1,62 83,4 1 2 , 6 4,10
150 1,23 93,4 5,2 1,40
270 1,13 96,1 3,1 0,82
39 0 1,03 99,0 0 , 8 0,14
TABLA 18
DNA tratado con homogenizador a aita velocidad
txv PM medio F3 + 4 F 5 ---- PYj-
0 14,6.10^ 35 ,9 14,0 50 ,1
0,5 9,9 44,8 19,3 35,4
1 9,6 48,5 18,2 33,4
2 9,7 46 , 3 16,8 36,8
5 8 , 2 48,9 21,4 29,6
1 0 7,5 49 , 8 25,0 26,1
15 7,4 47,0 27,6 25,5
25 6,3 49 ,0 28,1 22,9
35 4,8 55,2 27,2 17,7
45 4,3 59,8 24,7 15,5
50 3,7 63,3 23,5 13,3
De la observaciôn de las figuras 8 y 9 se llega 
a la conclusion de que la muestra ha sufrido una pêrdi- 
da de coopérâtividad en la transiciôn, consecuencia de 
las roturas simples producidas en la degradaciôn.Para do^  
sis no excesivamente altas y tiempos de tratamientos con 
DNasa pequehos, se observa que las muestras degradadas 
no h_an sufrido ninguna desnaturaciôn, ya que presentan 
un efecto hipercrômico oscilando alrededor del valor 1,37 
para el DNA de. P. savastanoi nativo. Esto lo podemos in^  
terpretar en el sentido de que se conserva, la estructju 
ra en la cual es- pos ib le el apilamiento; es decir, la 
molêcula responde , en su mayor parte, y a pesar de la 
existencia de las roturas simples, a las caracteristi­
cas de la doble hélice. Solo cuando el nûmero de rotu­
ras simples crece mucho por haber irradiado hasta dosis
muy altas, o incubando durante tiempos grandes, se produ 
cen zonas en la cadena que no responden a este tipo de 
estructura, ya que al crecer el nûmero de roturas sim­
ples crece la probabilidad de que se produzcan dos rotu 
ras simples prôximas en una misma cadena, con lo que se 
créa una zona de desestabilizaciôn amplia donde no es 
probable una estructura Watson-Crick. La apariciôn, pa 
ra casos de degradaciôn muy fuerte, de trozos de la ca 
dena donde es posible hablar de zonas de desnaturaciôn, 
hacen que el efecto hipercrômico presentado por la mues 
tra sea mas bajo que el nativo, llegando para esas dos 
muestras muy degradadas hasta 1,27, puesto que las mo­
léculas a 25°C es tan ya parcialmente desnaturadas.
Observâmes q u e , en cambio, figura 10, cuando la 
degradaciôn se realiza por vîa mecânica, el efecto hi­
percrômico de las muestras diferentemente degradadas se 
conserva en valores oscilando alrededor de 1,37, lo cual 
nos hace concluir que las muestras no han sufrido ningu 
na desnaturaciôn durante el tratamiento y que la estruc_ 
tura de las moléculas responden a las caracteristicas de 
doble hélice.
Esta diferencia aparece claramente cuando se 
comparan las figuras 11, 12 y 13, donde se représenta la 
relaciôn entre la densidad ôptica de la muestra a 2 5 ° C 
después de degradaciôn y la densidad ôptica que tienen 
cuando ademâs se ha desarrollado tôt aimente el efecto 
hipercrômico por desnaturaciôn têrmica, en funciôn de 
la dosis, el tiempo de incubaciôn con DNasa o el produc^ 
to tiempo de tratamiento por posiciôn de velocidad del 
homogenizador, respectivamenté, para cada uno de los 
très métodos de degradaciôn utilizados en este trabajo.
Igualmente, aparecen claras diferencias entre 
los mecanismos que venimos comentando en los valores
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que adquiere la temperatura a la cual se consigue el 50%
del incremento de la densidad ôptica. En el caso de de-
gradaciôri via mecânica se observa (figura 16) constancia
del valor de t. para todos las muestras. Para el caso de m
degradaciôn via roturas simples se observa, figuras IM- y 
15, que el valor de t^ disminuye râpidamente al aumentar 
la degradaciôn de la muestra.
Por tanto, las pruebas aportadas demuestran que 
no se modifies sustancialmente, como consecuencia de la 
degradaciôn a la que se las somete, la estructura doble 
hélicoïdal de las muestras de DNA utilizadas, aunque en 
algunos casos hayan sufrido alteraciones locales de su 
es tabilidad.
Otro criterio experimental de diferenciaciôn de 
mecanismos de degradaciôn lo constituye la évolueiôn del 
diagrama de eluciôn cromatogrâfica. En las figuras 17,
18 y 19 aparecen las cinêticas de degradaciôn para cada 
uno de los agentes dégradantes , utilizados , radiaciôn 
gamma, DNasa y agitaciôn a altas velocidades, respecti- 
vamente, tal y como es posible observarlo mediante cro- 
matograf la en DEAE-ce lulosa. Puede decirse, de la obser^ 
vaciôn de esas figuras que los fenômenos que se repre­
sentan en las figuras 17 y 18 son similares y, en cam­
bio, claramente distintos del que se muestra en la figii 
ra 19, Los predominios sucesivos de las fracciones cro^ 
matogrâficas que se observan en el cas o de acciôn de la 
DNasa o de la irradiaciôn no aparecen, en absolute, en 
el caso de tratamiento mecânico, de acuerdo con las ca­
racteristicas cinêticas de ambos tipos de mecanismos.
El paralelismo de los mecanismos de degradaciôn 
radiolîtica y enzimâtica aparece mucho mâs destacado coin 
parando las figuras 20 y 21. En ellas se représenta la 
evoluciôn del diagrama de eluciôn cromatogrâfica corres_
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pondiente a cada peso molecular medio obtenido por ra- 
diolisis o por incubacion enzimatica, respectivamente,
De la observacion de esas figuras se puede afirmar que 
cuando se llega a un mismo valor de peso molecular me­
dio bien por degradacion radiolitica bien por incuba­
cion enzimatica, esas muestras tienen similar diagrams 
de elucion, lo cual nos lleva a concluir que las vias 
por las que se ha llegado a esas degradaciones son simi 
lares. En ambas graficas se pone igualmente de manifies 
to que el fenomeno de degradacion transcurre a traves 
del predominio sucesivo de fracciones de cada vez menor 
peso molecular, cosa que es igualmente observable en 
las figuras 17 y 18.
Mediante la figura 22 se puede observar que no 
ocurre lo mismo cuando se habla de degradacion mecâni- 
ca. No solo no aparece e1 fenômeno de predominio suce­
sivo de fracciones para los distintos pesos moleculares , 
sino que se puede ver que una muestra degradada por es­
te mêtodo llega a un peso molecular determinado con un 
diagrams de elucion completamente distinto al que ten- 
drîa si la degradacion hasta es e mismo peso molecular 
hubiese transcurrido via roturas simples.
IV. 1.2. PROBABILIDAD DE PRODUCCION DE ROTURAS SI-MPLES
Hemos utilizado dos constantes para la expre- 
sion de la probabilidad de producciôn de roturas sim­
ples, y k g . k^ la désignâmes como la probabilidad 
de producciôn de roturas simples por unidad de tiempo 
dé incubacion con. DNasa; kg es la probabilidad de pro^ 
ducciôn de roturas simples por unidad de dosis. Estas 
probabilidades por unidad de tiempo o de dosis las 
hemos considerado como constantes a lo largo de nues- 
tro trabajo, lo cual esta de acuerdo con los résulta-
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dos expresados en las figuras 23 y 24, donde se repre-
sentan los valores de d ' en funciôn del tiempo de in-Ro
cubacion con DNasa necesa.rio para producirla y de la do 
sis a que se ha irradiado para conseguirla, respectiva- 
mente. -
Los valores de d „ han sido calculados a partirRb
de los datos de fraccionamiento cromatogrâfico sobre 
DEAE-celulosa, utilizando la expresiôn (III. 5 ).
La constancia se produce solo dentro de un inter 
valo bastante amplio de tiempo de tratamiento y dosis , 
respectivamente , por encima del cual las constantes k^ 
y kg varîan, como puede verse en las figuras 25 y 26, 
respectivamente. Aunque la no lineabilidad de las grâf^ 
cas es un artefacto debido a la sensibilidad del mêtodo 
de observacion, en nuestras experiencias, la mayor p a r ­
te de los puntos se encuentran en la zona de constancia 
de probabilidad por unidad de tiempo o de dosisly sola 
mente algunos puntos extremos se encuentran por encima 
de este intervalo.
Estas constantes de probabilidad de producciôn 
de roturas simples por unidad de tiempo o de dosis de- 
penden de las condiciones de producciôn de las roturas 
simples. En la figura 27 se représenta la variaciôn de
la constante de probabilidad por unidad de tiempo, k^ ,
 ^ j _ _ . ^  ug DNasa «_*. ,en funcion de la relacion ^ —  utilizada para pro-yg DNA -
ducir la degradacion en la muestra de DNA, Cuanto mayor 
es la relacion, tanto mayor es la probabilidad por uni­
dad de tiempo de tratamiento. En nuestra experimenta- 
ciôn se realizaron tratamientos con distintas relacio- 
nes a fin de encontrar las condiciones de mâximo con­
trol de producciôn de roturas simples dentro del inter_ 
valo de valores de d^g que deseâbamos, pero las expe- 
riencias utilizadas para el ajuste estân realizadas con
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La constante de probabilidad por unidad de do­
sis, kg , depende de las condiciones de irradiacion .__JEn __ 
nuestra experimentacion nos hemos' situado en condicio­
nes fijas de intensidad de dosis, iones présentes, impu 
rezas contaminantes, concentracion, etc. En la figura 
28 puede observarse la variaciôn de con la concentra^ 
cion a que se irradia el DNA: la probabilidad por uni­
dad de dosis es tanto menor cuanto mayor es la concen- 
tracion de DNA, aunque la linealidad solo se produce p^ 
ra concentraciones no muy altas de DNA.
El ajuste realizado en el intervalo de propor- 
cionalidad entre d^g y tiempo de tratamiento, o entre 
d y dosis aplicada, para las condiciones utilizadas 
en nuestra experimentacion , da los siguientes valores 
para las constantes de proporcionalidad respectives:
a) Degradacion por tratamiento con DNasa:
k^ = 1,9.10 ^ roturas simples/monomero, mi­
nute.
o ^
d^„ = 7,5,10 roturas simpies/monomero.
b) Degradacion por radiacion gamma:
kg = 0,24.10 ^ roturas simpies/monômero,
Krad..
-4d^g = 9,6.10 roturas simpies/monomero.
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IV.2. FENOMENOLQGIA DE LA POLIMERIZACION.
En nuestro inténtp de utilizaciôn de la DNA Po- 
limerasa como instrumento que puede proporcionar informa^ 
ciôn estructural a nivel local re.specto a los grupos fuii 
cionales producidos en las roturas simples, tenîamos que 
asegurarnos de que existe realmente dependencia entre la 
cantidad de polîmero sintetizado en presencia de la enzi 
ma y algûn parâmetro macromolecular observable que de 
idea de la degradacion de la muestra de DNA utilizada co^  
mo molde.
De nuestras propias observaciones y de las reco- 
gidas en la literatura concluîmos que la cantidad de p o ­
lîmero sintetizado dependîa del estado estructural del 
DNA utilizado como molde de la polimerizaciôn trente a 
la enzima.
III.2.1. CRITICA DE LA DEPENDENCIA DE LA POLIMERIZACION 
CON EL PESO MOLECULAR.
En este sentido observâmes la posible dependen­
cia de la cantidad de polimerizaciôn con el peso molecu­
lar medio de la muestra utilizada como molde.
De la observacion de las figuras 29, 30 y 31 po- 
demos concluir que no bay una clara dependencia entre po^  
limerizaciôn y peso molecular del DNA, puesto que esta 
depende del mêtodo de degradacion utilizado. Incluso, po_ 
demos afirmar que esta dependencia se puede présentât o 
no segûn sea el mecanismo de degradacion utilizado. Asî, 
vemos que en el caso de degradacion mecânica, figura 31, 
la polimerizaciôn es independiente de 1 grado de degrada­
cion a que se haya sometido a la muestra de DNA molde y, 
en cambio, si existe dependencia cuando la degradacion
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actûa por la producciôn de roturas simples, como es el 
caso de la degradacion enzimatica, figura 30, y radiolî 
tica, figura 29, aunque esa dependencia sea distinta 
en cada caso.
Como ambos mecanismos productores de roturas 
simples se diferencian solo en la estructura de los ex 
tremos de cadena originados por la ruptura de enlace in 
ternucleotîdico producida, si se comparan las curvas re 
presentadas en las figuras 29 y 30, se puede concluir 
que el tipo de alteraciôn producida en el DNA molde in- 
fluye diferenciadoramente en la cantidad de polimeriza­
ciôn obtenida. Vemos en ellas que al utilizar como mol- 
des jD-NAsi con igual peso molecular medio pero degrada- 
dos por distinto agente, la cantidad de polimerizaciôn 
obtenida es diferente. Si tenemos en cuenta que, segûn 
dijimos anteriormente, las cinêticas de degradaciôn p^ 
ra la radiolisis y la incubaciôn con DNasa son équiva­
lentes, de manera que dos muestras de DNA con igual p^ 
so molecular medio degradadas por uno u otro mêtodo, 
tienen el mismo diagrams de eluciôn, figura 20 y 21, 
concluimos que la polimerizaciôn viene influîda por 
otro factor diferente del tamano molecular, o, mejpr, 
independiantemente de la distribuciôn de tamanos mole^ 
culares.
La existencia de es e factor independiente de 
la distribuciôn de tamanos y que influye en la polim^ • 
rizaciôn, se pone tambiên de manifiesto al observar 
en la figura 31 la apariciôn de dos rectas paralelas 
originadas por la constancia de la polimerizaciôn cua^ 
quiera que sea la intensidad de la degradaciôn mecân_i 
ca a la que se sometiô al DNA molde; la recta de poli­
merizaciôn mayor se obtuvo produciendo una ligera degr^ 
daciôn enzimatica previamente a la degradaciôn mecâni­
ca. . '  ^ '
IV.2.2. ESTUDIO DE LA VELOCIDAD DE POLIMERIZACION.
El estudio dé la variaciôn de la cantidad de po­
lîmero sintetizado a lo largo del tiempo cuando se utili 
zan como moldes frente a la DNA Polimeras a muestras de 
DNA diferentemente degradadas aparece representado en las 
figuras 32, 33 y 34 para polimerizaciones con DNA molde 
degradado por radiaciôn gamma, por incubaciôn con DNasa 
y por tratamiento mecânico, respectivamente. En estas gr^ 
ficas se puede observar que la cantidad de polîmero s in 
tetizado incrementa proporcionalmente con el tiempo de 
polimerizaciôn durante un intervalo que depende de la de^  
gradaciôn a que se haya sometido al DNA molde, permane- 
ciendo despuês constante o disminuyendo ligeramente de - 
pendiendo de la degradaciôn experimentada por la mues­
tra .
La cantidad de polîmero sintetizado por unidad 
de tiempo, depende de las caracteristicas estructurales 
del DNA molde, como se deduce de los distintos valores 
de pendiente inicial que adquieren las curvas segûn el 
tiempo de tratamiento degradativo al que se haya somet^ 
do al DNA utilizado como molde, y de la distinta evolu- 
ciôn de los valores de las pendientes iniciales con el 
tiempo de tratamiento segûn el mêtodo de degradaciôn ut^ 
lizado.
Cuando se représenta la variaciôn de la veloci- 
dad con el tiempo de polimerizaciôn, tal como aparece 
en la figura 35 para las polimerizaciones realizadas con 
DNA molde diferentemente degradados , se puede concluir 
la validez de la aproximaciôn realizada al construir la 
expresiôn para la polimerizaciôn considerando constante 
la velocidad durante el perîodo de 30 minutes utilizados 
en los ensayos de polimerizaciôn para los DNAs diferen^ 
temente degradados.
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Tal como se dijo al dar la expresiôn para la ve 
locidad de polimerizaciôn, la cantidad de polîmero sin­
tetizado por unidad de tiempo depende de las caracterîs 
ticas estructurales del DNA molde, concretamente de la 
densidad de grupos (3')--0H existentes en el DNA forman 
do parte de una rotura simple. Esta dependencia aparece 
reflejada en la figura 36, donde se observa una varia­
ciôn lineal de la velocidad de polimerizaciôn con la deii 
sidad de roturas simples con grupos (3')-0H de las dis­
tintas muestras de DNA utilizadas como moldes de la po­
limerizaciôn. Esto p ermite escribir una relacion del t i 
po :
donde la constante de proporcionalidad, k, viene medida 
en nucleotidos sintetizados por nucleotidos totales de 
la muestra / unidad de tiempo y por nucleotido extremo 
con grupo C3’}-0H.
El ajuste de los valores expérimentales a una r^ 
laciôn lineal de este tipo, da como valores de paramè­
tres :
k = 22573 pmolT x pmolN /min. x pmol (3')0H
ordenada en el origen = -3,4213
Para la representaciôn anterior, los valores de
V se han cal c u l a d o  a p a r t i r  de las p e n d i e n t e s  de las 
P ^
curvas de p o l i m e r i z a c i ô n  en los momentos i n i c iales de la
cinêtica. Los valores de d. ,v utilizados no, son datos
13 /Un
de determinacion directa de densidad de roturas simples 
en las muestras de DNA utilizadas, sino que' han sido ca^ 
culados a partir de los datos de distribuciôn de tamanos 
moleculares determinados en la muestra mediante cromato-
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grafîa en DEAE-celulosa, utilizando la expresion (III.5)
IV.2.3. INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE LOS REACTIVOS.
Otra dependencia de la velocidad a considerar es 
la que présenta con la concentraciôn de la DNA Polimera- 
sa. Se puede observar en la figura 37 que la velocidad 
varia al principio linealmente con la concentraciôn de la 
enzima en la mezcla de polimerizaciôn, apareciendo luego 
constante para concentraciones mayores de la p r o t e i n a . S e 
observa, ademâs, que el tipo de variaciôn es équivalente 
para las velocidades correspondientes a utilizar coino mol 
de de las polimerizaciones muestras de DNA diferentemente 
degradadas.
Esta depend'bncia con la concentraciôn de DNA Po- 
limerasa aparece acumulada dentro de la constante que re_ 
laciona la velocidad con la densidad de grupos (3')-0H, 
que posea la muestra de DNA, en la expresion (IV.1).
Esta afirmaciôn queda confirmada por la grâfica 
presentada en la figura 38, donde se observa una variaciôn 
de la k con la concentraciôn de la proteina équivalente a 
la comentada anteriormente para la velocidad. En esa figu­
ra se observa tambiên que el valor de esta constante de 
eficacia de polimerizaciôn por punto de iniciaciôn exis­
tante en la muestra por nucleotido y por unidad de tiempo, 
se independiza de las caracterîsticas estructurales del 
DNA molde, puesto que présenta valores aproximadamente 
iguales para polimefizaciones con DNA molde muy diferen- 
temente degradados por actuaciôn de DNasa. Podemos ,pues , 
concluir que nuestra suposiciôn de reflejar las caracte- 
rîsticas estructurales del DNA molde en el paramétré de 
densidad de roturas simples con grupos (3’)-0H es correc_ 
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Otra consecuencia a concluir es que al fijar la 
concentraciôn de DNA Polimerasa en la mezcla para la po­
limerizaciôn, como es el caso de nuestras experiencias 
con muestras de DNA diferentemente degradadas, el valor 
de esta constante de eficacia permanecerâ inalterado. 
Ademâs, como en nuestras condiciones expérimentales nos 
hemos situado ampliamente por encima de la zona de depen 
dencia con la concentraciôn de enzima, nos hemos indepen 
dizado de la influencia de cualquier fenômeno que origi­
ne incremento de puntos de union DNA-enzima que no con- 
duzcan a polimerizaciôn, como son, por ejemplo, la pro- 
ducciôn de grupos C3’)-0H extremos de molêculas de DNA.
La velocidad de polimerizaciôn présenta depen­
dencia tambiën con la concentraciôn de cada uno de los 
desQcXirf ibonucle-Dsidos trifosfato .-ntî.lrzados como pre- 
cursores para la polimerizaciôn. S in embargo, se han 
buscado las condiciones expérimentales de manera que la 
concentraciôn inicial puesta de cada uno de ellos repre 
sente un exceso grande frente a la concentraciôn de los 
deskoxinucleosldos trifosfato incorporados a la fracciôn 
polimero, para que la polimerizaciôn producida no afec- 
te a la velocidad por disminuciôn de la concentraciôn 
de dNTP libres.
Si observâmes la variaciôn de la relaciôn entre 
la concentraciôn de dNTP libres en la mezcla incubante 
y la concentraciôn inicial puesta en la mezcla, con el 
tiempo de polimerizaciôn, representada en la figura 39, 
se puede decir que el' error cometido al considerar cons_ 
tante la concentraciôn inicial de precursores durante 
los 30 minutes de incubaciôn fijados para el test de po_ 
limerizaciôn es menor de1 10%, para la mayorla de las 
muestras de DNA utilizadas y solamente del orden de 20% 
para el DNA mas degradado por DNasa. Para tiempos de po^  
limerizaciôn mayores este error se incrementaria hasta
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oscilar» entre un 2Q% y un 30% para las polimerizaciones 
realizadas con la mayorla de las muestras de DNA.
En las consideraciones expuestas en el capîtulo 
II sobre la expresion para la velocidad y al estudiar 
su posible variaciôn durante el tiempo de polimerizaciôn, 
se hizo una primera aproximaciôn al considerar que el nu 
mero de grupos (S’)-OH, que posee la muestra de DNA des- 
pues de la degradaciôn a que haya sido sometida, no va­
ria durante la polimerizaciôn. Debido a que no se pudo 
utilizar ningûn método de mëdida dirécta de la densidad 
de roturas simples en los distintos momentos de la poli 
merizaciôn, no podemos dar ninguna prueba directa de la 
validez de esta aproximaciôn realizada, pero la constan 
cia de la v^ durante intervalos de tiempo superiores a 
30 rainutos, representada en la figura 35, y la clàra d^ 
pendencia de la v^ con ^( 3 1 )qh’ expresada en la figura 
36, pueden hacernos concluir la validez de esa aproxima^ 
ciôn realizada durante tiempos cortos de polimerizaciôn.
IV.3. CQMPROBACION EXPERIMENTAL DE LAS EXPRESIONES DE 
POLIMERIZACION.
IV.3.1. POLIMERIZACION EN FUNCION DE
Cuando se représenta la cantidad de polimero sin^ 
tetizado en funciôn de la densidad de roturas simples 
con grupos C3')-0H que présenta la muestra de DNA molde, 
aparece una variaciôn lineal tanto cuando las muestras 
han sido degradadas por radiaciôn gamma como cuando se 
dégrada con DNasa o mecânicamente, como se puede obser­
var en las figuras 40, 41 y 42, en comprobaciôn con la 
expresiôn (II. 1) para el modèle de polimerizaciôn.
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El ajuste de los valores expérimentales de can­
tidad de polimero sintetizado frente a la densidad de 
roturas simples con grupos (3’)-0H que présenta la mues­
tra de DNA molde a una expresion lineal del tipo:
f = K' - "C3')0H,:
nos d a , para cada mêtodo de degradaciôn utilizado, los 
siguientes valores de los parâmetros:
a i degradaciôn del DNA molde por radiaciôn eamma: 
K ’ = 310,5.10^ pmolT x pmolN / pmol (3')0H-
Las unidades para K ’ son: picomol de nucleotido 
incorporado a la fracciôn polimero por picomol de nucleo 
tido en la muestra de DNA / picomol de nucleotido de la 
muestra de DNA que poseen grupos C3')-0H libres en las 
condiciones expérimentales fijadas,'y que se pueden es- 
quematizar por pmolT x pmolN / pmol (3 ')0 H.. .
b) degradaciôn del DNA molde por incubaciôn con*
DNasa:
K ’ = 72,7J10^ pmolT x polN / pmol C3')0H
c) degradaciôn mecânica del DNA molde:
K ’ = 79,3.10^ pmolT x pmolN / pmol (3')0H
La constante K ’ puede ser relacionada con la . 
constante K que aparece en la expresiôn (II. i) a tra- 
vês de :
K' = K . N
donde N es el numéro de nucleotidos totales de la mues-
tra de DNA m olde.
La constante K* se ajusta a valores muy proximos 
para las polimerizaciones realizadas en presencia de DNA 
moldes degradados por DNasa y mecânicamente. En cambio, 
cuando en las polimerizaciones se utilizan como moldçs 
muestrds de DNA degradadas radiolîticamente , el valor 
ajustado para K' résulta mucho mayor que el obtenido en 
los otros ajustes.
Este valor incrementado de K ’ para muestras de­
gradadas por radiolisis es atribuible a una subestima- 
ciôn de la variaciôn de ^( 3 1 )0 ^^ •» debida al proceso de 
degradaciôn para esas muestras, en su determinaciôn a 
partir de los datos de fraccionamiento crômatogrâfico 
a travês de la expresiôn (III. 5).
■ î* ^ -
Como segûn hemos supuesto, durante el proceso
de degradaciôn radiolîtica no hay creaciôn de nuevos
grupos extremos (3’)-0H sino eliminaciôn de los preexis
tentes en la muestra anteriormente a la degradaciôn r^
diolîtica, en realidad y debido a falta de sensibilidad
del método de fraccionamiento cromatogrâfico , se esta
subestimando la disminuciôn de d.„,v^„.- en las muestras
C 3 ’ )0 H
irradiadas.
El método de fraccionamiento cromatogrâfico no
es capaz de detectar zonas de hélice sencilla en el in
terior de la doble cadena, lo que podrîamos denominar 
"hoquetes" dentro de la estructura bihelicoidal, por 
tanto, no tiene en cuenta aquellos extremos (3')-0H/ 
perdidos como utiles para la polimerizaciôn^ que son 
eliminados al producirse una rotura simple radiolîti­
ca en la misma cadena y a una distancia que permite la 
desestabilizaciôn del fragmente de cadena comprendido 
entre ellas. Igualmente no son considerados aquellos
extremos (3’)-0H perdidos como utiles para la polimeriza 
ciôn por alteraciôn del nucleotido terminal que posee el 
grupo (3'0-OH por reacciôn con el radical OH*, o aquellas 
alteraciones radiolîticas q u e , aunque no conduzcan a ru^ 
tura de enlace internucleotîdico, impiden la polimeriza­
ciôn desde un extreme C3’)-0H, como son, por ejemplo, la 
alteraciôn de bases de la cadena complementaria y prôxi- 
mas a un grupo (3’)-0H extreme.
En la expresiôn para la polimerizaciôn en fun­
ciôn de ) se tienen en cuenta estes termines
en el desarrollo de ^( 3 1 ^qh por lo que al expresar
la d^g a travês de las expresiones CIII.8) y (III.9), 
s in utilizar los dates de fraccionamiento cromatogrâfi- 
co , se consigne, como veremos en la secciôn siguiente, 
un perfecto ajuste de la expresiôn de polimerizaciôn a 
los datos experimerftaies para todos los mêtodos de degra 
daciôn utilizados.
Se puede observar en la figura 43 que cuando se 
représenta el valor de la polimerizaciôn frente a la 
d ( 3 ,)0 H ôe la muestra de DNA molde para todas las poli­
merizaciones realizadas, cualquiera que sea el mêtodo de 
degradaciôn al que se le hay sometido, todos los puntos 
pueden ser ajustables a una ûnica recta. Se observa en 
esta figura que los puntos correspondientes a pruebas de 
polimerizaciôn realizadas con muestras de DNA irradia­
das se acumulan en un intervalo muy pequeno en compara- 
ciôn con los intervalos en los que se mueven los puntos 
correspondientes a polimerizaciones realizadas con mues­
tras de DNA tratadas con DNasa o degradadas mecânicamen­
te, presentando una linealidad distinta entre si.
Del ajuste realizado sobre los datos de esta ul­
tima grâfica se obtiene como valor de los parâmetros:
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K ’ = 77,8.10^ pmol T x pmol N / pmol C3’)OH
Se observa que el valor as ï obtenido para K* es 
bastante proximo al que se encontre en los ajustes para 
polimerizaciones con molde.degradado por DNasa y mecâni 
camente, por separado.
Segûn esto, la eficacia de la polimerizaciôn por 
punto de iniciaciôn que présenta la muestra utilizada co_ 
mo molde séria la misma para todas las polimerizaciones 
realizadas, independientemente del metodo empleado para 
degradar la muestra.
Dicho de otro modo, nuestra suposiciôn de tomar 
la variable densidad de grupos C3')-0H, existentes en la 
muestra de DNA formando parte de roturas simples, como la 
responsable de las diferencias de cantidad de polimeriza­
ciôn obtenida segûn eb^mêtodo de degradar al DNA, cuando 
se utilizan como molde muestras con igual peso molecular 
medio e idêntica distribuciôn de tamanos moleculares, es 
vâlida puesto que, para cualquier mêtodo de degradaciôn 
utilizado para alterar la muestra molde, la cantidad de 
polimerizaciôn parece depender linealmente de e
independizarse en cambio del mêtodo de alteraciôn, ya que 
la constante de proporcionalidad no varia con el método 
de degradaciôn.
Si bien esta ûltima afirmaciôn no aparece demasi^ 
do valida con los resultados presentados hasta aquî , por 
la salvedad que habria que hacer cuando la muestra fuese 
degradada por radiolisis, quedarâ completamente confirm^ 
da en el siguiente apartado, cuando se realiza el calcu­
le de d^g independientemente de los datos de fracciona­
miento cromatogrâfico que pueden inducir a error por la 
falta de sensibilidad comentada.
IV.3.2. POLIMERIZACION EN FUNCION DE LA EXTENSION DEL 
TRATAMIENTO.
Se ha realizado el ajuste de los valores expé­
rimentales obtenidos en este trabajo a la expresion (II, 
10), obtenida, para la cantidad de ,polimerizacion, en 
cada uno de los mêtodos de degradaciôn de DNA utiliza­
dos. Los resultados obtenidos son los siguientes.
IV.3.2.1. DNA degradado por radiaciôn gamma.
Cuando se somete a la prueba de polimerizaciôn 
una muestra de DNA que ha sido degradada por radiaciôn 
gamma, la cantidad de polimero sintetizado varia lineal 
mente con la dosis a que ha sido sometida la muestra, co 
mo puede verse en la figura 44. Estos resultados estân 
de acuerdo con la expresiôn (III.13), obtenida al simpli 
ficar en la expresiôn (11.10) al tener en cuenta el va­
lor de las variables cuando la degradaciôn es por rad^a 
ciôn gamma.
El ajuste h las expresiones teôricas dadas de 
los valores expérimentales de polimerizaciôn obtenidos 
se realizô mediante un programa de ajuste confecciona- 
do utilizando "un programa para hallar mînimos locales 
de funciones générales de muchas variables usando direc^ 
clones conjugadas", denominado "MINCON", de la libreria 
de programas del CERN^^^^\ Hemos utilizado la versiôn 
de "MINCON", adaptada por el grupo de "Altas Energias" 
de la JEN, a la calculadora IBM 7090 del Centro de Câ_l 
culo de la Universidad de Madrid. >
El programa utilizado ajusta los valores expé­
rimentales a la expresiôn teôrica dada, confeccionando 
la funciôn x » expresada en funciôn de los parâmetros.
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a los que deja como variables para la bûsqueda de los
2
nimos de la funciôn % * Da, por tanto, los valores de los
2parâmetros que minimizan la funciôn % para unos valores
de partida. Con reiteradas pasadas del programa para dis_
tintos valores de partida para los parâmetros, se local_^
za el conjunto de valores de ellos que dan un mînimo mâs
2
bajo para la funciôn y ,
Utilizando este programa de ajuste para los va­
lores expérimentales de polimerizaciôn en funciôn de la 
dosis a la expresiôn lineal (III.13) se consiguen los si 
guientes valores para los parâmetros;
K = 20.6 pmolT /pmol (3')0H
o _ 4
C3')0H *7,7.10 pmol (3')0H / pmol'NiUil
^C3' iOH ^
_  (1
= 0,34.10 pmol R/ pmol^N'x Krad
En el ajuste realizado, el valor que adquirîa la 
2
funciôn y para esos valores de los parâmetros era 20,1 
siendo el numéro de grados de libertad 19.
IV.3.2.2. DNA degradado por tratamiento con DNasa.
Cuando se somete a la prueba de polimerizaciôn 
una muestra de DNA que ha sido degradada por tratamien­
to con DNasa, los valores expérimentales obteiiidos para 
la cantidad de polimero sintetizado varian segûn una pë^  
râbola en funciôn del tiempo de tratamiento a que ha si 
do sometida la muestra, como puede vers e en la grâfica
de la figura 45. Este resultado esta de acuerdo con la 
expresion (III.Il), obtenida por simplificaciôn de la 
(11.10), donde se establecîa una variaciôn cuadrâtica 
de la polimerizaciôn obtenida con el tiempo de trata­
miento previo de la muestra.
El ajuste de los valores expérimentales de po­
limerizaciôn en funciôn del tiempo de incubaciôn con 
DNasa a la expresiôn ClII.ll), utilizando el programa 
de ajuste descrito anteriormente, conduce a los siguieii 
tes valores de los parâmetros:
K = 19,6 pmol T / pmol (3’)0H
o -4
d^ 3 ,)0 H = 5,73.10 pmol (3')0H / pmol N
= 2,1.10 ^ pmol (3')0H / pmol N x  min.
=v 2( 3 ' ) OH
En este ajuste, el valor hasta el que se minimi- 
2za la funciôn y » para el conjunto de valores listado p^ 
ra los parâmetros, era 21,9 siendo el valor mâs bajo en-
contrado para todos los conjuntos de valores de los para
2metros que minimizaban la funciôn y . El numéro de grados 
de libertad era, en este caso, 17.
IV.3.2.3. DNA degradado mecânicamente.
Cuando se somete a la prueba de polimerizaciôn 
una muestra de DNA que ha sido degradada por tratamiento 
mecânico, utilizando agitaciones a alta velocidad de la 
soluciôn de la muestra, los valores expérimentales obte­
nidos para la cantidad de polimerizaciôn sintetizado per^ 
manece independiente de la intensidad del tratamiento
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aplicado sobre la muestra molde para degradarla, como puje 
de verse en la grâfica de la figura M-6, donde se represen 
ta la cantidad de polimero sintetizado frente al paramé­
tré v.t, indicador de la extension del tratamiento apli­
cado sobre la muestra. En dicha figura aparecen dos rec- 
tas paralelas obtenidas al someter a degradaciôn mecâni­
ca muestras diferentemente alteradas, por tratamiento pr^ 
vio con DNasa de una de ellas, la que présenta polimeri­
zaciones mâs altas. Este resultado esta de acuerdo con la 
expresiôn (111.15) donde se expresaba la cantidad de p o M  
mero sintetizado como uni camente funciôn de la densidad 
de roturas simples iniciales con grupo (3’)-0H, resultan- 
do independiente de la extension del tratamiento degrada- 
tivo mecânico realizado.
El ajuste de los valores expérimentales de poli­
merizaciôn correspondientes a la muestra que conduce a 
mâs baja polimerizaciôn, da los siguientes valores para
 ^ I ‘
los parâmetros; '
K = 18,7 pmolT / pmol(3')0H.
^(3’)0H " 5,6.10 ^ pmol (3’)0H / pmol. N
^ ( 3 ’)0H " ^
Cuando se realiza el ajuste de los valores expé­
rimentales de polimerizaciôn para las muestras que con- 
ducen a una polimerizaciôn mas alta, los valores de los 
parâmetros ajustables ,de la expresiôn (III.15) son los 
Is igïïientes :
K = 19,2 pmol'T/ pmol (3*)0H
^ ( 3 ’)0H = 7,7.10 pmol (3'),OH / pmol M
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En el primer caso de ajuste, el valor hasta el que
2se minimiza la funciôn x , para el conjunto de valores da­
dos para los parâmetros, era 18,9 siendo el valor mâs bajo
encontrado para todos los conjuntos de valores de los parâ
2metros que minimizan la funciôn % • El numéro de grados de 
libertad es, en ese caso, 16. En el segundo caso de ajus­
te, para el conjunto de valores de los parâmetros dado,
2
la funciôn x se minimiza hasta el valor 17,3 siendo el
mâs bajo de los valores mînimos obtenidos para todos los
conjuntos de valores de los parâmetros que minimizan la 
2
funciôn x • En este caso, el numéro de grados de libertad 
es 16.
A pesar de la simplicidad de la expresiôn a ajus_ 
tar, se utilizô el programa de ajuste descrito anterior­
mente por presentar la ventaja de buscar simultâneamente
6!
2
/ < 
los mejores valores para cada parâmetro que minimiza la
funciôn x
Los valores ajustados para K en estos dos casos
presentan una dispersiôn menor del 10%, manteniendose deii
tro del orden de dispersion encontrada en los casos de
ajuste anteriores, El ajuste en ambos casos conduce a v^
o
lores diferentes de correspondiendo los valo­
res mayores de densidad inicial a las muestras que pre­
sentan polimerizaciones mas altas, cosa que estâ de acuer_ 
do con lo predicho a travês de la expresiôn (III.15) aii 
teriormente citada.
Los valores de los parâmetros ajustados comunes 
a cada una de las experiencias ajustadas anteriormente 
presentan dispersiones inferiores al 10%, tolerables fre^z 
te a los valores de dispersiôn de los datos expérimenta­
les. Estos valores ajustados aparecen agrupados en la T e_
bla 19, Como puede verse en esa tabla, los valores ajus 
tados para K son los mismos , dentro de la dispersion di 
c h a , cualquiera que sea el metodo utilizado para degra­
dar la muestra de DNA, Estos confirma nuestra suposiciôn 
de que la eficacia de polimerizaciôn por punto de inicia 
ciôn de la sîntesis es independiente, no sôlo del grado 
de alteraciôn de la muestra utilizada como molde, sino 
de las caracteristicas estructurales de la alteraciôn 
producida sobre la cadena polinucleotîdica. Se confirma, 
ademâs , nuestra interpretaciôn de que en el anterior tra 
tamiento de datos los valores anormales obtenidos para 
K‘, para el caso de DNA molde degradado por irradiaciôn 
gamma, eran debidos solo a efectos del "^fraccionamiento 
cromatogrâfico.
o
Los valores obtenidos para d^g,) Q ^ ^ e n  cada uno 
de los ajustes real-lzados, para cada uno de los mêtodos 
de degradaciôn empleados sobre la muestra de DNA utili­
zada como molde, presentan una gran dispersiôn, Esto re 
sulta justificable cuando se tiene en cuenta que las 
muestras de DNA utilizadas en lotes de experiencias dis^ 
tintas, para cada uno de los mêtodos de degradaciôn ut^ 
lizados para producir alteraciones dentro de la muestra, 
procédian de aislamientos distintos que, aunque se rea- 
lizaban segûn la misma têcnica y a partir de cultives 
équivalentes procedentes de una misma cepa, pueden 11e- 
var a valores de densidad de roturas simples iniciales 
bastante disperses.
IV,3,3. CONSTANTE DE EFICACIA DE LA CANTIDAD DE POLIME­
RIZACION DETECTADA.
/
La constante de eficacia ajustada, K, al ser 
una constante de proporcionalidad entre la polimeriza­
ciôn detectada y la densidad de grupos (3')-0H de la
Izt
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muestra de DNA molde , représenta el numéro de monome- 
ros que, por têrmino medio, se détecta que se incorpo_ 
ran a la fracciôn polimero por cada uno de los puntos 
de iniciaciôn de polimerizaciôn determinados sobre las 
muestras de DNA molde.
Si, como hemos aceptado en una primera aproxi 
maciôn, considérâmes que K no varia ni con el mêtodo 
ni con el grado de degradaciôn, podemos afirmar que, 
por têrmino medio, se détecta igual numéro de monomè­
res polimerizados por punto de iniciaciôn existante 
cualquiera que sea el grado de degradaciôn experimen- 
tado por la muestra de DNA molde. Esto nos puede 11e- 
var a conclusiones un tanto especulativas. Si tenemos 
en cuenta que al variar la varia tambiên la
distancia media entre dos roturas simples, ya que la 
longitud media entre roturas simples expresada en can 
tidad de nucleotidos viene dada por:
1 = ------- î----------(2h + 1) (IV. 2)
2 ' (^3')oar
y que, s in embargo, la longitud polimerizada por têrm^ 
no medio por cada punto de iniciaciôn es sierapre la 
misma, podriamos concluir que la polimerizaciôn se de- 
tiene despuês de polimerizar K nucleotidos., por cada 
punto de iniciaciôn, cualquiera que fuese la longitud 
que podria polimerizar hasta encontrar otras roturas 
simples, dentro de ün intervalo (2h + 1), que impidie^ 
se la continuaciôn de la polimerizaciôn por dar lugar 
a la fractura de la molêcula.
La radiolisis produce una disminuciôn /de la lon^ 
gitud media polimerizable, ya que no solo incrementa 
el numéro de roturas simples de la muestra sino que da 
lugar a la alteraciôn de bases que no producen rôtura
dentro de la cadena polinucleotîdica pero que pueden im- 
pedir la continuaciôn de la polimerizaciôn por no. ser en 
ese punto molde eficaz para dirigir la incorporaciôn de 
unnuevo monômero. La longitud media polimerlzable, expre_ 
sada en numéro de nucleotîdos, puede venir dada por:
1 = -----------3 i------------  - (2h + 1)
: (4% +
expresando por d^^ la densidad de bases alteradas que a 
su vez puede venir dada en funciôn de la dosis, de la 
forma: d^^ - $ D, con lo que:
Y  = -----5------------------------- C2h + 1)
 ^ ) OH'  ^^  ^ ^
Todas estas consideraciones nos llevan por tanto 
a pensar que la longitud polimerizada por punto de inicia^ 
ciôn existante en la muestra es un valor independiente
*T-
del grado de degradacion o del tipo de alteraciôn produc^ 
da sobre la -muestra de DNA y que, en cambio, séria carac^ 
teristica del comportamiento de la enzima en las condicio^ 
nés utilizadas.
S in embargo, ninguna de estas afirmaciones puede 
considerarse con mas valôr que el puramente especulativo, 
y a que esta K que hemos observado independiente de las ca_ 
racterîsticas estructurales del DNA molde, es una cons­
tante que engloba no solo la eficacia y extension de la 
polimerizacion, sino tambiên la eficacia de union de la 
enzima a los puntos de iniciaciôn de la muestra de DNA y 
la eficacia de detecciôn de la polimerizaciôn conseguida. 
Puede ocurrir que cada una de estas eficacias se afecte 
diferentemente con la degradacion del DNA, apareciendo 
globalmente independiente o bien que cada una de ellas 
por separado resuite independiente de la alteraciôn ex 
perimentada por el DNA, al menos en los mârgenes entre 
los que nos movemos en este trabajo. No poseemos datos
directes para discutir sobre la influencia del grado de 
degradacion del molde sobre la eficacia y extension de 
la polimerizaciôn por punto de iniciaciôn ni sobre la 
eficacia de union enzima-DNA, aunque los datos recogi-
dos de la literatura sobre este ultimo aspêcYô~nôs~iTë 
van a la conclusion de que el numéro de molêculas de en
zima unidas a una molêcula de DNA es proporcional al nu
mero de grupos C3’)-0H libres existentes en la molêcula 
y que la eficacia de Union enzima-DNA por punto de union 
no parece afectada por el grado de degradacion que pré­
senta el DNA.
En cambio, si poseemos datos directes sobre la 
eficacia de detecciôn de la cantidad de polimero sinte- 
tizado en funciôn de la degradacion de 1 DNA. De los da­
tos presentados en la Tabla 20 , se deduce.-que la efica­
cia es independiente del grado de alteraciôn experimen- 
tado por el DNA, por lo menos dentro de los mârgenes ein
tre los que nos hemos movido en este trabajo.
Podemos deducir, entonces, que como tanto la 
constante global de eficacia como la eficacia de union 
enzima-DNA y la eficacia de detecciôn aparecen indepen^ 
dientes del grado de alteraciôn experimentado por el 
DNA, la eficacia y extension de la polimerizaciôn por 
punto de iniciaciôn existante debe ser tambiên indepen 
diente de las caracterîsticas estructurales del DNA mo3^ 
de y depender solo de las caracterîsticas de comporta­
miento de la DNA Polimerasa en las condiciones utiliz^ 
das.
Los valores de eficacia de detecciôn présenta­
itdos han sido calculados sobre muestras de DNA- H a las 
que se ha sometido al proceso de detecciôn exclusivamer^ 
te .
TABLA 20
eficiencia detecciôn
20,6.10“^ 3,71%
22.3 3,68
28.4 3,52
32.5 3,80
36,2 3,57
42.8 3,62
47.6 3,7 3
52.5 3,56
58,1 3,64
61.5 3,72
6 6,3 3,5 9
68.8 3,70
valor mediç 
dispers iôn
Otra razôn que apoya la idea que venimos comentain 
do de que la enzima no polimeriza mas alla de - un numéro 
K de nucleotidos por cada punto de iniciaciôn existante, 
a pesar de que la longitud media polimerizable por punto 
de iniciaciôn sea mayor, puede ser dada cuando se calcii 
la la polimerizaciôn que por têrmino medio se obtendrîa 
si se polimerizasen la longitud media existante entre 
dos roturas simples en una distribuciôn media. La can­
tidad de polimerizaciôn en esas condiciones vendrîa dada 
por el producto de la longitud media polimerizable por 
la mitad de los puntos de iniciaciôn de polimerizaciôn 
existantes en la muestra ya que las polimerizaciones in^ 
ciadas en dos puntos situados en cadenas antiparalelas y  
separados por una distancia de 1 pares de nucleotidos cac 
lugar a la incorporaciôn de 1 nuevos monômeros:
N
P = 1 .
C 3 » )0H
donde, sustituyendo el valor de 1 de la expresiôn ClV.2) 
y expresando en funciôn de ^( 3^ 1 )oh > se _obtie-.
ne :
P = r— 1
LC2 d.,,
- C2h t 1)
C3' }0H
^ C 3 ’)o h .: ‘ ^
simplificando:
P = K -  - C2h + 1) d (3' )0H]
Segûn esta expresiôn, la cantidad de polîmero 
sintetizado disminuye linealmente al aumentar la densi­
dad de roturas simples con grupos (3*)-0H existante en 
la muestra, cosa que esta en desacuerdo no solo con nues 
tros resultados expérimentales sino con datos de la li­
teratura. En el caso de utilizer la expresiôn de 1 para 
muestras irradiadas , que aparece corregida por la exis- 
tencia de roturas simples con cualquier otro grupo li­
bre y de bases alteradas , la cantidad de polîmero sin­
tetizado vendrîa dado por
+ 1 )
P =
(3')0H
(3’ )ÔH ^^2
- C2h +
que Igualmente aparece en desac'uerdo con nuestros resul 
tados expérimentales. Esto nos permite apoyar la idea 
de que la polimerizaciôn no continua mas alla de un n^ 
mero K de nucleotidos por cada punto de iniciaciôn de 
la polimerizaciôn, independientemente de las caracte­
rîsticas estructurales de 1 DNA utilizado como molde.
Otra Question importante a resolver en el caso 
de aceptar esta idea es el de justificar el ordencde los 
valores obtenidos para K en el ajuste de los datos expé­
rimentales. Empecemos comparandolos con los valores de 
longitud media polimerizable para las muestras utiliza­
das en las experiencias presentadas en este trabajo. Las 
muestras de DNA presentaban densidades de roturas simples
Esto quiere decir que la longitud média entre dos roturas 
simples estarîa comprendida para esas muestras entre 500 
y 50 p„oiP”°eie^trdo-rxtVemo- Teniendo esto en ouenta, el
valor ajustado para K de 20 pm:ï^%ücï;5t f§5^;\trêmo 
sulta dentro del orden de magnitud esperable para esta 
constante.
Los datos aportados por la literatura sobre el 
numéro de nucleotidos escindidos por cada dimero de ti-
mina en la reparacion de la lesion ultraviolets, dato
* (240)
que hasta cierto punto puede ayudarnos , es de 20 ,
(212) (327)
30 , o valores oscilando entre 29 y 38
En el caso de mantener la idea que venimos co- 
mentando, esto significarîa que la polimerizaciôn se p£ 
ra despues de haber incorporado al DNA, por têrmino me­
dio, 20-30 nucleotidos por cada punto de iniciaciôn 
existante en la muestra.
V. CONCLUSIONES.
Sobre la base de que solo los extremos de cade 
na que poseen grupos (3')-0H libres y forman parte de 
una rotura simple son puntos de union a la DNA Polime­
rasa habiles para iniciar la polimerizaciôn, nuestros 
resultados expérimentales confirman que son correctas 
las expresiones que proponemos para la ^ » en
consecuencia, para la polimerizaciôn en funciôn de la 
extensiôn de1 tratamiento degradativo de la muestra.
En la expresiôn de d^g,^Q% para el proceso r^ 
diolîtico se ha supuesto la no producciôn de nuevos ex 
tremos con grupos C3')-0H libres durante la degradaciôn. 
El buen ajuste de esta expresiôn a los resultados expe 
rimentales indica que la expresiôn propuesta es sufi- 
cientemente buena. ^
El mêtodo de estimaciôn de la densidad de rotu 
ras simples constituye nueva confirmaciôn de que la e^ 
presiôn utilizada para su determinaciôn es adecuada p^ 
ra describir procesos degradativos de mecanismos haplo 
tômicos.
Por otro lado, vistos los resultados del estu- 
dio comparative de los metodos de detecciôn de la pol^ 
merizaciôn, podemos afirmar la adecuaciôn del metodo 
de cromatografîa sobre DEAE-celulosa para la detecciôn 
de la cantidad de polîmero sintetizado.
El hecho de que el numéro de nucleotidos polime 
rizados por punto de iniciaciôn tenga un valor discrete 
e independiente de la degradaciôn experimentada por la 
muestra de DNA utilizada como molde, nos lleva a con- 
cluir que, en nuestras condiciones expérimentales, la 
polimerizaciôn, una vez iniciada, no continua indéfini^
damente, sino que sé detiene despues de polimerizar un 
corto numéro de unidades.
El orden de magnitud del numéro de nucleotidos 
incorporados por cada punto de iniciaciôn de la polime 
rizaciôn, anâlogo, por otra parte, al obtenido en la 
sîntesis de reparacion enzimâtica de lesiones ultravio 
leta en DNA, apoya la suposiciôn de que la DNA Polime­
rasa puede desempenar un papel importante en el siste- 
ma enzimâtico de reparacion de alteraciones estructura 
les en DNA.
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